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Transformación microbiana de carbón de 
bajo rango para inducir cambios en las 
propiedades del suelo 
 
 
Resumen 
 
Como subproducto de la extracción de carbón en la mina “El Cerrejón” se genera carbón 
de bajo rango (CBR), este es un material rico en sustancias húmicas (SH) y susceptible a 
la transformación microbiana. En la presente investigación se evaluó la 
biotransformación de un CBR tipo lignito, mediante actividad de bacterias solubilizadoras 
de carbón (BSC) y se determinó el efecto del CBR sobre algunas propiedades de 
materiales edáficos (ME) empleados en la rehabilitación de tierras post-minería. Se 
encontraron BSC nativas que transforman hasta el 38% del CBR bajo condiciones in 
vitro, produciendo hasta  3100 mgL-1de SH. La caracterización supramolecular de la 
fracción de ácidos húmicos (AH) producidos por BSC reveló modificaciones estructurales 
en comparación con AH obtenidos por el método clásico de extracción alcalina. La 
mezcla de CBR al 1% con ME en condiciones de invernadero incrementa la capacidad 
de intercambio catiónico, estimula la actividad microbiana y promueve el crecimiento en 
plantas de Zea mays en condiciones de campo a razón de 2,5 ton.ha-1; adicionalmente 
induce cambios sobre el perfil metabólico de la comunidad microbiana y modifica la 
distribución de poros del ME. Los resultados sugieren la posibilidad de integración del 
CBR al subciclo edáfico del carbono y su aprovechamiento como fuente de materia 
orgánica humificada para la rehabilitación de suelos en el área de influencia de la 
minería de carbón en el Caribe seco colombiano.  
 
Palabras clave: Ácidos húmicos, biotransformación del carbón, lignito, rehabilitación de 
suelos, sustancias húmicas. 
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Microbial transformation of low rank coal to 
enhance changes in soil properties 
 
 
Abstract 
 
As a product of coal extraction from the “Cerrejón” mine, low rank coal (LRC), is 
generated. This is a material rich in humic substances and it is susceptible to microbial 
transformation. On the current research, biotransformation of a lignite type LRC was 
evaluated through the activity of coal solubilizing   bacteria (CSB), and the LRC effect 
was determined on some properties of edaphic materials (EM), utilized on  post- mining 
land  reclamation. Native CSB which transform up to a 38% of the CBR under in vitro 
conditions were found, producing up to 3100 mgL-1of SH. The supramolecular 
characterization of the humic acids fraction (HA) produced by CSB, revealed structural 
modifications compared to HA obtained through the classic method of alkaline extraction.  
The addition of 1% of LRC to EM in greenhouse conditions increases the cationic 
exchange capacity, stimulates microbial activity and promotes growth of Zea Mays plants; 
in field conditions at a ratio of a 2,5 ton.ha-1, additionally induces changes  on the 
metabolic profile of microbial community and modifies EM pore distribution. Results 
suggest the possibility of LRC integration to the carbon edaphic subcicle and its useful 
disposition as humified organic matter for the land reclamation in the coal mining affected 
areas in the Colombian dry Caribbean. 
 
Key words: Coal biotransformation, humic acids, humic substances, lignite, soil 
reclamation. 
 
VII Abstract      
   
                                 
X 
Contenido VIII 
 
Contenido 
Resumen VI 
 
Abstract        VII 
Lista de figuras………………… ..................................................................................... 14 
Lista de tablas ………………… ...................................................................................... 14 
Lista de abreviaturas………………… ............................................................................ 14 
Introducción………………… .......................................................................................... 14 
1. Transformación microbiana del carbón de bajo rango (CBR) ............................ 18 
1.1 Resumen ....................................................................................................... 18 
1.2 Introducción ................................................................................................... 18 
1.3 Visión general de  la biodegradación de la  lignina ........................................ 19 
1.4 El carbón: origen,  características y clasificación ........................................... 21 
1.4.1 Estructura del carbón y su relación con la susceptibilidad al ataque  
microbiano......................................................................................................... 22 
1.5 Biotransformación de carbón ......................................................................... 23 
1.5.1 Desarrollo histórico del conocimiento sobre la transformación 
microbiana del carbón ....................................................................................... 23 
1.5.2 Biotransformación de carbón por bacterias ......................................... 28 
1.5.4 Conceptos y mecanismos de biotransformación del carbón ................ 29 
1.5.5 Limitantes para la biotransformación de carbón a gran escala ............ 31 
2. Aislamiento de bacterias biotransformadoras de carbón de bajo rango a partir 
de microhábitats con presencia de residuos carbonosos. ........................................ 33 
2.1 Resumen ....................................................................................................... 33 
2.2 Introducción ................................................................................................... 33 
2.3 Materiales y métodos ..................................................................................... 35 
2.3.1 Muestras de carbón y sustancias húmicas .......................................... 35 
2.3.2 Recolección y procesamiento de muestras ......................................... 35 
2.3.3 Aislamiento de bacterias con actividad biotransformadora de CBR ..... 36 
2.3.4 Prueba de solubilización de CBR en medio sólido .............................. 36 
2.3.5 Solubilización de carbón en medio líquido........................................... 36 
2.4 Resultados ..................................................................................................... 37 
2.4.1 Aislamiento de bacterias con actividad biotransformadora de CBR ..... 37 
2.4.2 Solubilización de CBR sobre medio sólido .......................................... 38 
2.4.3 Solubilización de CBR en medio líquido .............................................. 40 
2.5 Discusión ....................................................................................................... 40 
2.6 Conclusiones ................................................................................................. 44 
3. Producción de sustancias húmicas por bacterias solubilizadoras de carbón 
BSC 45 
3.1 Resumen ....................................................................................................... 45 
3.2 Introducción ................................................................................................... 45 
3.3 Materiales y métodos ..................................................................................... 47 
3.3.1 Microorganismos ................................................................................. 47 
Contenido VI 
 
3.3.2 Caracterización del CBR y obtención de SH por el método clásico ..... 47 
3.3.3 Ensayo de solubilización de CBR en matriz sólida .............................. 47 
3.3.4 Ensayo de  solubilización de CBR  en medio sumergido ..................... 48 
3.3.5 Tipificación molecular de cepas eficientes........................................... 48 
3.4 Resultados ..................................................................................................... 49 
3.4.1 Caracterización del  CBR .................................................................... 49 
3.4.2 Solubilización de CBR en medio sólido y líquido ................................. 49 
3.4.3 Tipificación molecular de cepas con mayor actividad .......................... 51 
3.5 Discusión ....................................................................................................... 52 
3.6 Conclusiones ................................................................................................. 53 
4. Caracterización supramolecular de ácidos húmicos obtenidos mediante 
solubilización bacteriana de un carbón de bajo rango ............................................... 54 
4.1 Resumen ....................................................................................................... 54 
4.2 Introducción ................................................................................................... 54 
4.3 Materiales y métodos ..................................................................................... 56 
4.3.1 Obtención de ácidos húmicos del CBR por actividad de bacterias 
solubilizadoras de carbón (AH-BSC) y por extracción alcalina con NaOH (AH-
NaOH) 56 
4.3.2 Caracterización supramolecular de AH y CBR .................................... 57 
4.4 Resultados ..................................................................................................... 60 
4.4.1 Análisis elemental ............................................................................... 60 
4.4.2 Relación E4/E6 ..................................................................................... 61 
4.4.3 Espectroscopía infraroja (DRIFT) ........................................................ 61 
4.4.4 Análisis por  13C-CPMAS-NMR ........................................................... 62 
4.4.5 TMAH-Termoquemólisis – CG / EM .................................................... 64 
4.4.6 Cromatografía de exclusión por tamaño .............................................. 68 
4.5 Discusión ....................................................................................................... 68 
4.6 Conclusiones ................................................................................................. 72 
5. Efecto de la aplicación de carbón de bajo rango y bacterias solubilizadoras de 
carbón BSC sobre materiales edáficos utilizados en rehabilitación de tierras en la 
mina “El Cerrejon” (La Guajira-Colombia)................................................................... 73 
5.1 Resumen ....................................................................................................... 73 
5.2 Introducción ................................................................................................... 74 
5.3 Materiales y métodos ..................................................................................... 76 
5.3.1 Ensayo de invernadero ....................................................................... 76 
5.3.2 Ensayo de campo ............................................................................... 79 
5.4 Resultados ..................................................................................................... 81 
5.4.1 Ensayo en invernadero ....................................................................... 81 
5.4.2 Ensayo en condiciones de campo ....................................................... 86 
5.5 Discusión ....................................................................................................... 89 
5.5.1 Ensayo en invernadero ....................................................................... 89 
5.5.2 Ensayo en condiciones de campo ....................................................... 91 
5.6 Conclusiones ................................................................................................. 94 
6. Conclusiones generales ........................................................................................ 97 
Bibliografía 99 
 
 
IX 
Contenido VI 
 
  
Lista de figuras 
 
Figura 1-1. Transformación de carbón por cultivos fúngicos………………………………………. 27 
Figura 1-2. Esquema del modelo ABCDE propuesto por Fakoussa y Hofrichter………………... 31 
Figura 2-1. Comparación de la cantidad de morfotipos aislados en relación al tipo de muestra 
y la técnica empleada…………………………………………………………………….. 
 
37 
Figura 2-2. Efecto del pretratamiento oxidativo sobre dos tipos de carbón………………………. 38 
Figura 2-3. Coloración marrón oscura en el medio CN5 del morfotipo BSC5, como evidencia 
de solubilización del CBR……………………………………………………………....... 
 
41 
Figura 3-1. Solubilización de CBR por bacterias……………………………………………………. 49 
Figura 3-2. Solubilización de CBR por actividad bacteriana en medio sumergido………….. 50 
Figura 3-3. Relación entre el pH final de los medios de cultivo y la producción de SH por 
BSC…………………………………………………………………………………………. 
 
51 
Figura 4-1. Espectros IR de AH obtenidos de CBR mediante actividad de tres BSCy AH 
obtenido mediante extracción  con NaOH…………………………………………….... 
 
62 
Figura 4-2. Espectros 
13
C-CPMAS-NMR para el CBR y tres AH-BSC en comparación con AH-
NaOH(AHCBREQ)………………………………………………………………………… 
 
63 
Figura 4-3. Cromatogramas (pirogramas) obtenidos tras la termoquemólisis de AH-NaOH y 
AH-BSC (B. mycoydes), en comparación con el CBR original………………………. 
 
64 
Figura 4-4. Análisis de asociación entre las características de AH-BSC, AH-NaOH y CBR de 
acuerdo a los productos de la termoquemólisis……………………………………….. 
 
67 
Figura 5-1. Imágenes de microscopía electrónica  de agregados de material edáfico con 
adición de CBR  y BSC………………………………………………………………….... 
 
85 
Figura 5-2. Parámetros de actividad biológica (respiración y actividad microbiológica) en 
materiales edáficos tratados con adición de CBR e inóculos de BSC en 
condiciones de campo…………………………………………………………………..... 
 
 
86 
Figura 5-3. Análisis de similaridad del perfil metabólico (actividad sobre diferentes sustratos 
de carbono) entre muestras de materiales edáficos tratados con adición de CBR y 
BSC………………………………………………………………………………............... 
 
 
87 
Figura 5-4. Distribución porcentual de poros y porosidad total en material edáfico tratado con 
adición de CBR y BSC, en condiciones de campo……………………………………. 
 
88 
Figura 5-5. Anális CATPCA.  Asociación entre las variables evaluadas en material edáfico 
tratado con adición de CBR y BSC, en condiciones de campo……………………… 
 
89 
 
 
Lista de Figuras     
   
   
                                
  10 
Contenido VI 
 
Lista de tablas 
 
Tabla 2-1. Morfotipos aislados por muestra en relación a morfotipos solubilizadores…………….. 38 
Tabla 2-2. Solubilización de partículas de CBR tratado con HNO3 en medio sólido y producción 
de SH en medio líquido en relación a cambios en el pH del 
medio…………………………………………………………………………………………….. 
 
 
39 
Tabla 2-3. Resumen de la solubilización de CBR en medio líquido y sólido por 25 cepas 
bacterianas……………………………………………………………………………………… 
 
42 
Tabla 3-1. Identificación molecular  de 4 BSC con mayor producción de SH……………………… 52 
 
Tabla 4-1. 
 
Composición elemental para AH-BSC y AH-NaOH a partir de un CBR tipo lignito…….. 
 
60 
Tabla 4-2. Relación E4/E6   para  tres AH-BSCen comparación con AH-NaOH……………………… 61 
Tabla 4-3. Distribución relativa (%) del área bajo la curva del desplazamiento químico en el 
espectro
 13
C-CPMAS-NMR  de AH  obtenidos de  CBR químicamente y mediante 
actividad de 3 bacterias que solubilizan CBR………………………………………………. 
 
 
63 
 
Tabla 4-4. 
 
Lista de productos de la termoquemólisis, liberados de AH obtenidos mediante 
actividad de BSC Vs extracción alcalina, a partir de un CBR tipo lignito………………… 
 
 
65 
Tabla 4-5. Parámetros relacionados con el peso molecular  de las fracciones de AH-BSC y AH-
NaOH determinadas mediante HPSEC……………………………………………………… 
 
68 
Tabla 5-1. Descripción de los tratamientos………………………………………………………………. 78 
Tabla 5-2. CIC (cmol(+) Kg suelo
-1
) a los 3, 5 y 12 meses en materiales edáficos tratados con 
CBR e inóculo de BSC………………………………………………………………………… 
 
81 
Tabla 5-3. Respiración del  material edáfico (mg CO2 m-
2
día
-1
) a los 3, 5 y 12 meses, tras el 
tratamiento con CBR e inoculo de BSC…………………………………………………… 
 
82 
Tabla 5-4. Actividad microbiológica del material edáfico (mg fluoresceína hidrolizada. Kg suelo
-
1
.h
-1
)  a los 3, 5 y 12 meses, tras la aplicación de CBR e inóculos de BSC en 
presencia y ausencia de plantas (Z. mays)…………………………………………………. 
 
 
83 
Tabla 5-5 Peso seco y contenido de N y P en plantas de Z. mays, desarrolladas sobre  
materiales edáficos con aplicación de CBR e inóculos de BSC………………………… 
 
84 
Tabla 5-6. CIC, pH y propiedades físicas  del material edáfico tratado con CBR y BSC en 
condiciones de campo…………………………………………………………………………. 
 
87 
  
  
Lista de Tablas       
                                 
11 
Contenido VI 
 
Lista de abreviaturas 
  
Abreviatura Término 
ASTM American Society for Testing Materials 
AF Ácido (s) fúlvico (s) 
AH Ácido (s) húmico (s) 
ATCC American Type Culture Collection 
ANC5 agar nutritivo suplementado con CBR  al 5% 
AH-BSC Ácidos húmicos obtenidos por extracción bacteriana 
AH-NaOH Ácidos húmicos obtenidos mediante extracción con 
hidróxido de sodio 
BSC Bacterias solubilizadoras de carbón 
Bp y Lp Biopolímeros y lípidos derivados de compuestos 
vegetales 
CBR Carbón de bajo rango 
CEHT contenido de carbono del extracto húmico total 
CAH carbono de ácidos húmicos 
CAF carbono de ácidos fúlvicos 
CG/ EM cromatografía de gases / espectrometría de masas 
13C-CPMAS-NMR Cross polarization- magic angle spining- nuclear 
magnetic resonance 
CIC Capacidad de intercambio catiónico 
CN5 caldo nutritivo con CBR al 5% 
CMSC5 medio uno caldo mínimo de sales con CBR a 5% 
DMP Diámetro medio ponderado 
DRIFT espectroscopía infrarroja con transformación de 
Fourier 
EHT extracto húmico total 
FDA Fluorescein Dyacetate 
HPLC Cromatografía liquida de alta resolución 
HPSEC Cromatografía de exclusión por tamaño 
IHSS International Humic Substances Society 
ICA Instituto colombiano agropecuario 
IGAC Instituto geográfico Agustín Codazzi 
LiP Lignino peroxidasa 
Lg unidades derivadas de restos de lignina 
MA  Morfotipos aislados 
MS – CBR  Morfotipos solubilizadores de CBR 
Mn supramoléculas de AH 
Mic bioproductos poliméricos de origen microbiano 
ME Material edafico 
MSC Microorganismos solubilizadores de carbón 
MOS Materia organica del suelo 
MnP Manganeso peroxidasa 
NCBI Centro Nacional de Biotecnología de los Estados 
Unidos 
P polidispersidad 
Pr compuestos nitrogenados 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
Rpm Revoluciones por minuto 
Contenido       
            XII 
Lista de Abreviaturas    
   
   
                                
X 
12 
Contenido VI 
 
RMN espectroscopía de resonancia magnética nuclear en 
fase sólida 
SSSE siembra en superficie sin enriquecimiento 
SSCE siembra en superficie con enriquecimiento previo 
SH Sustancia húmica 
TMAH hidróxido de tetrametil amonio 
 
Símbolo  
 
Término 
ºC Grados centígrados 
C/N Radio atómico carbono - nitrógeno 
cmol (+).Kg-1 Centimoles de carga positiva por kilogramo 
Da Daltons  
dS/m Decisiemens/metro 
E4/E6 Relación E4 – E6 
g  Gramos 
g.kg de suelo-1. Año-1 Gramos por kilogramo de suelo al año 
g.L-1 Gramos por litro 
H/C Radio atómico hidrógeno – carbono 
Hz Hertz  
H horas 
ha  Hectárea  
kcal.kg-1 Kilo calorías por kilogramo 
Kg kilogramos 
Lb libra 
mg.L-1 Miligramos por litro 
Mm Milímetros  
mg.ml-1 Miligramos por mililitro 
Ms Mili segundos 
Mw peso molecular  
mg CO2 m-
2día-1 Miligramos de dióxido de carbono por metro cuadrado 
por día 
M Molar  
Ppm Partes por millón  
pH Potencial hidrógeno 
p/v Peso - volumen 
Pb Par de bases 
S segundos 
ufc. g  Unidades formadoras de colonias por gramo 
Ufc Unidades formadoras de colonias 
ufc.ml-1 Unidades formadoras de colonias por mililitro 
 
Símbolo con letras griegas 
 
Término  
µm Micrómetro 
 Π Pi 
µs Microsegundo 
µl Microlitro 
Lista de abreviaturas                  XIII 13 
Capítulo 1 14 
 
Introducción 
 
En el norte del Caribe seco colombiano, en los departamentos del Cesar y La Guajira se 
encuentran los mayores complejos de extracción carbonífera del país. En esta zona la 
extracción de carbón actualmente alcanza las 30.000 ha y en los próximos cinco años se 
prevé una extensión mayor a las 100.000 ha; la magnitud de esta actividad posiciona a 
Colombia como el cuarto productor de carbón térmico a nivel mundial. En la región se 
encuentran suelos degradados y en riesgo de desertificación, como resultado de una 
larga tradición de agricultura y ganadería intensiva, con prácticas inadecuadas de manejo 
que han conllevado a la pérdida de la cobertura vegetal, erosión, salinización, 
compactación; además de los efectos de la influencia de la actividad minera. 
 
La mina “El Cerrejón” es el mayor complejo de extracción de carbón en Colombia y el 
segundo más grande del mundo, se localiza en el centro sur del departamento de La 
Guajira, se extiende a lo largo de 50 kilómetros en el valle del río Ranchería, cubriendo 
una extensión aproximada de 70.000 ha, afecta suelos del valle aluvial del río, en un 
clima cálido seco, con formaciones vegetales de monte espinoso subtropical, bosque 
seco subtropical y bosque seco tropical, en diversos grados de intervención (Gualdrón, 
2011). El área presenta un índice de aridez de 0,4 (condiciones semiáridas) con un déficit 
hídrico anual entre 1000 y 1500mm (IGAC y CORPOGUAJIRA., 2009). Son suelos 
originados por aportes laterales de áreas de lomerío y sedimentos provenientes de la 
vertiente de la Serranía de Perijá, constituidos por materiales procedentes de rocas 
sedimentarias, tales como arcillolitas, areniscas y calizas (Gualdron., 2011).  
 
A futuro, el desarrollo proyectado en la actividad minera conlleva la necesidad de 
magnificar las estrategias para la rehabilitación de tierras después de la extracción del 
carbón (post-minería). También desde el punto de vista socioeconómico y ambiental se 
debe prever, en lo posible, la restitución de los servicios ambientales y el desarrollo de 
alternativas económicas sobre estos suelos y el área de influencia, una vez se haya 
concluido la actividad minera.  
 
La materia orgánica del suelo (MOS) es universalmente reconocida como la clave para la 
fertilidad del suelo, la productividad de los cultivos y la protección del suelo frente a la 
contaminación, degradación, erosión, desertificación y adaptación al cambio climático 
(Muscolo et al., 2013). Este conjunto de razones ha popularizado la aplicación de 
enmiendas orgánicas ricas en sustancias húmicas (SH) para el manejo y rehabilitación 
de suelos (Senesi et al, 2007). En los procesos de rehabilitación de suelos post-minería 
un factor importante y generalmente limitante es el aporte de materia orgánica, 
especialmente la fracción humificada que contribuye a la restitución de las propiedades 
físicas y favorece la actividad biológica y la preparación del escenario edáfico adecuado 
para el repoblamiento vegetal; por lo tanto, para garantizar el éxito de un proceso de 
rehabilitación de suelos, es necesario y conveniente contar con fuentes adecuadas y 
Introducción     
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suficientes para el suministro de materia orgánica hacia el suelo. Sin embargo, en las 
condiciones del trópico cálido, como el Caribe seco colombiano, la MOS tiende a 
tranformarse debido a las características climáticas que favorecen una alta tasa de 
mineralización por una actividad biológica intensa; estas pérdidas también se acentúan 
por las prácticas inadecuadas de manejo. 
 
La carbonificación es la transformación geológica de materiales orgánicos de origen 
vegetal, en materiales con contenido creciente de carbono; químicamente consiste en 
una deshidrogenación incompleta, con pérdida de O, H, H2O y un enriquecimiento 
progresivo de C en estructuras condensadas (Orem y Finkelman., 2014). Como 
subproducto de la minería de carbón a cielo abierto se genera un grupo de carbones con 
bajo grado de carbonificación,  denominados carbones pobres o carbones de bajo rango 
(CBR), estos materiales no son aptos para su exportación debido a su bajo poder 
calorífico y alto contenido de humedad, entre otras características desfavorables para su 
uso en la generación  térmica; sin embargo, por su bajo grado evolutivo los CBR 
presentan en su macroestructura un alto contenido de SH; debido a esta característica el 
CBR y demás residuos carbonosos generados como subproducto de la extracción, 
lavado, almacenamiento y transporte de carbones de alto rango, constituyen una fuente 
potencial de materia orgánica humificada. Por esta razón, es conveniente el desarrollo de 
estrategias para su manejo, aprovechamiento o disposición final con valor ambiental 
agregado, puesto que podría utilizarse como fuente de MOS, especialmente en los 
mismos procesos de rehabilitación de suelos post- minería. 
 
El estudio y uso de las SH como enmiendas orgánicas para el suelo reviste  gran interés 
debido a los efectos favorables que presentan sobre sus propiedades, así como los 
efectos benéficos sobre el crecimiento, desarrollo y nutrición de las plantas (Nardi,et al., 
2002., Trevisan, et al., 2010). Desde el punto de vista económico las enmiendas húmicas 
son parte importante del mercado de insumos orgánicos para la agricultura (Giannouli, et 
al., 2009) . Numerosas experiencias a nivel mundial han concluido sobre la conveniencia 
técnica, económica y ambiental del aprovechamiento de CBR como materia prima para  
la extracción de SH para la agricultura. La obtención de SH a partir de CBR actualmente 
se realiza únicamente a través de métodos de extracción química con soluciones 
alcalinas. Alternativamente en diferentes estudios internacionales se ha comprobado la 
capacidad de ciertos microorganismos  propios del suelo para actuar sobre el carbón 
como sustrato y liberar fracciones solubles  de materia orgánica compleja, esta línea de 
investigación ha sido denominada “biotrasnformación del carbón” (Oboirien et al., 2008) 
 
Durante las últimas tres décadas la investigación sobre la biotransformación del carbón 
se ha intensificado, apuntando a la búsqueda de alternativas biotecnológicas para 
transformar el carbón en compuestos más simples en estado líquido y fácilmente 
aprovechables, como combustibles, polímeros y moléculas de valor agregado como 
materia prima en la industria química (Klein et al.,1999). Los microorganismos descritos 
como biotransformadores de carbón son organismos que normalmente se encuentran en 
el suelo o en el material vegetal en descomposición, actuando como organismos 
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saprofíticos, con actividad ligninolítica o celulolítica,  que transforman la materia orgánica 
proveniente de restos vegetales ricos en macromoléculas como lignina y celulosa, 
contribuyendo al proceso natural de humificación. La biotransformación del carbón es 
posible porque este material presenta características estructurales semejantes a la 
lignina, material a partir del cual se originó; por esta razón los microorganismos 
asociados a la descomposición de la lignina en el suelo también actúan sobre el carbón. 
Dentro de los fenómenos de transformación microbiana del carbón, presenta mayor 
interés  la solubilización, proceso en el cual las SH que se encuentran en el carbón son 
liberadas al medio en forma líquida, mediante la actividad de enzimas ligninolíticas 
extracelulares, esterasas, agentes quelantes, surfactantes biológicos y sustancias 
alcalinas (Hofrichter y Fakoussa, 2004). 
 
 A pesar de los numerosos avances, persisten serias dificultades para estandarizar y 
escalar estos procesos, principalmente debido a una regulación compleja de los 
mecanismos de biotransformación del carbón, los cuales son fuertemente influenciados 
por condiciones ecológicas propias de los ambientes naturales. Si bien un proceso 
biotecnológico y económicamente factible de solubilización de carbón aun es inviable, el 
conocimiento generado se puede utilizar para proponer una estrategia de 
biotransformación de CBR por microorganismos directamente en el suelo, lugar donde 
naturalmente toma lugar la transformación de la materia orgánica compleja derivada de 
los restos vegetales. Lo anterior con el fin de aprovechar el CBR como fuente de materia 
orgánica humificada que contribuya al mejoramiento de las propiedades de suelos 
degradados o en rehabilitación. 
 
Bajo el anterior contexto, la presente investigación tuvo como objetivo, evaluar la 
biotransformación de un CBR tipo lignito, generado en la mina de carbón a cielo abierto 
“El Cerrejón” (La Guajira, Colombia), con el propósito de determinar su potencial de uso 
en los procesos de rehabilitación de tierras post-minería. Para el desarrollo del trabajo se 
planteó como hipótesis, que el CBR al ser mezclado con los materiales edáficos 
utilizados para reconfigurar el suelo, puede actuar como una fuente de materia orgánica 
humificada, cuya liberación al medio puede ser agilizada mediante la acción de bacterias 
nativas con capacidad de solubilizar el carbón, las cuales se han adaptado en ambientes 
influenciados por la presencia de residuos carbonosos generados durante el proceso de 
minería; como consecuencia, la materia orgánica humificada liberada del CBR podrá 
interactuar con los componentes del suelo y ejercer efectos benéficos sobre sus 
propiedades, favoreciendo la evolución de los materiales edáficos hacia un suelo 
reconstituido.        
 
Para alcanzar el objetivo propuesto, en primer lugar se desarrolló un protocolo de  
aislamiento y selección de bacterias  autóctonos de la zona de explotación carbonífera 
“El Cerrejón”, con potencial biotecnológico para la biotransformación de CBR; en 
segundo lugar, se evaluó la producción de SH solubilizando CBR por acción de 
aislamientos bacterianos seleccionados mediante diferentes experimentos in vitro; se 
obtuvo la fracción de ácidos húmicos (AH) y se realizó una caracterización a nivel 
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supramolecular mediante diferentes técnicas de química analítica, comparando sus 
características con AH obtenidos por el método clásico de extracción alcalina. 
Finalmente, se evaluó el efecto de la  aplicación conjunta de CBR e inóculos de tres 
cepas bacterianas solubilizadoras de carbón sobre materiales edáficos utilizados en el 
proceso de rehabilitación de suelos en la mina, a través de experimentos de invernadero 
y campo.  
 
En este estudio se comprobó que en microambientes que presentan alto contenido de 
residuos derivados de la minería de carbón, se han adaptado poblaciones bacterianas 
con capacidad para transformar el CBR mediante su solubilización, liberando SH, 
proceso en el cual modifican ciertas características  de la supraestructura de los ácidos 
húmicos, confiriéndoles propiedades especiales. Considerando los CBR un residuo de la 
minería de carbón, los resultados y las conclusiones del estudio aportan bases científicas 
que permiten recomendar su aprovechamiento. En primer lugar como fuente para la 
extracción de SH para ser utilizadas como enmiendas orgánicas para el suelo; en 
segundo lugar mediante su disposición final como fuente de materia orgánica humificada 
en áreas de rehabilitación de suelos post-minería, con la posibilidad de extender su uso 
hacia el manejo de suelos degradados y con bajo contenido de materia orgánica, en 
conjunto con estrategias de bioaumentación con microorganismos biotransformadores de 
CBR; en tercer lugar como materia prima para la obtención de productos biotecnológicos 
de valor agregado, mediante su biotransformación por las cepas bacterianas 
seleccionadas, por ejemplo la producción de ácidos húmicos para ser utilizados como 
sustancias bioactivas promotoras del crecimiento vegetal.  
 
Este trabajo de investigación se presenta a manera de una compilación de trabajos 
específicos que comprende seis capítulos. En el  primer capítulo se hace una revisión del 
estado del arte sobre el fenómeno de la transformación microbiana del carbón;en el 
segundo capítulo se presenta el proceso de aislamiento de bacterias con capacidad de 
solubilizar carbón (BSC), a partir de muestras ambientales influenciadas por la presencia 
de residuos de carbón, en la mina “El Cerrejón”. En el tercer capítulo se presenta la 
evaluación de la producción de SH  por 19 aislamientos de BSC, a partir de un CBR tipo 
lignito, con el fin de seleccionar e identificar por biología molecular los aislamientos con 
mayor actividad, para conformar un grupo de cepas promisorias que se utilizaron en 
experimentos posteriores. En el cuarto capítulo se presenta el estudio de caracterización 
supramolecular de la fracción de ácidos húmicos (AH) obtenidos mediante la 
solubilización de CBR por las tres cepas más eficientes seleccionadas en el capítulo 
anterior, y se comparan estos AH con los AH obtenidos por medio de la metodología 
tradicional de extracción alcalina. En el quinto capítulo se presenta un ensayo en 
condiciones de invernadero y un ensayo en condiciones de campo, desarrollados con el 
fin de determinar el efecto  del tratamiento de materiales edáficos  con la adición de CBR  
y un inóculo bacteriano elaborado con tres BSC seleccionadas previamente, evaluando la 
respuesta  mediante un conjunto de indicadores que incluyen  propiedades físicas, 
químicas y actividad biológica en el suelo, tras un año de tratamiento. En el sexto 
capítulo se presentan las conclusiones generales de la investigación.  
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1. Transformación microbiana del carbón de 
bajo rango (CBR) 
 
 
1.1 Resumen 
 
Durante las últimas tres décadas se ha estudiado la biotransformación del carbón, debido 
a la necesidad de aprovechar ciertos carbones de bajo rango cuyo uso en estado sólido 
es inconveniente. La investigación en este tema se ha centrado en la búsqueda de 
alternativas biotecnológicas para transformar este material en compuestos líquidos, más 
simples y fácilmente aprovechables con diferentes propósitos industriales, como 
combustibles, polímeros y moléculas de valor agregado como materia prima en la 
industria química. La biotransformación del carbón es posible porque presenta 
características estructurales semejantes a la lignina, material a partir del cual se originó; 
por esta razón los microorganismos asociados a la descomposición de la lignina también 
actúan transformando el carbón. Los carbones de bajo rango (CBR) presentan alto 
contenido de sustancias húmicas (SH), estas son liberadas al medio por los 
microorganismos solubilizadores de carbón, mediante la actividad de enzimas 
ligninolíticas extracelulares, esterasas, agentes quelantes, surfactantes y sustancias 
alcalinas. Aun existen limitantes para desarrollar procesos económicamente factibles de 
biosolubilización de carbón in vitro, pero el conocimiento generado se puede utilizar para  
proponer una estrategia de biotransformación de CBR  por microorganismos ligninolíticos 
directamente en el suelo. 
 
Palabras clave: biotransformación, lignina, materia orgánica humificada, sustancias 
húmicas. 
 
 
1.2 Introducción 
 
La lignina y los productos resultantes de su conversión biogeoquímica, las SH y el 
carbón, son consideradas las macromoléculas de origen biológico más recalcitrantes y 
representan importantes reservorios de carbono orgánico; las SH desempeñan un papel 
determinante en la conservación del suelo y su producción industrial tiende a un 
desarrollo importante como enmiendas orgánicas.  
 
En el carbón de bajo rango evolutivo (CBR), la lignina no ha alcanzado el mayor grado de 
carbonificación, entendido como la pérdida de H, O, H2O y materias volátiles, que 
conduce a la máxima concentración de C en las moléculas, con respecto a los otros 
elementos. Como resultado del bajo grado de carbonificación se forman complejos 
heterogéneos de estructuras poliaromáticas y policíclicas unidos por cadenas alifáticas 
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que se interconectan por enlaces éter y bifenilos, dentro de una intrincada matriz. En el 
CBR se ha disminuido la condensación aromática y hay mayor cantidad de enlaces éter y  
residuos metoxi, en comparación con el carbón de alto rango, en consecuencia son 
carbones mucho más hidrofílicos, menos densos y más porosos. La combustión del CBR 
es inconveniente porque genera mayor cantidad de emisiones contaminantes a la 
atmósfera y su bajo poder calorífico resulta desfavorable económicamente (Bruun., 
2008). Sin embargo, resulta de gran interés su conversión del estado sólido a productos 
de valor agregado como combustibles líquidos y gaseosos, o compuestos útiles como 
materia prima de nuevas sustancias y materiales. Para el aprovechamiento de los CBR 
se han evaluado tecnologías de conversión termoquímica como la gasificación y pirólisis, 
pero resultan procesos muy costosos, de tal suerte que el desarrollo de procesos de 
licuefacción han recibido mayor atención; dentro de este campo se enmarcan los 
procesos microbiológicos de solubilización del carbón.  
 
Los carbones tipo lignito son los CBR más comunes y guardan alta semejanza estructural 
con la lignina nativa; tanto en el carbón como en la lignina predominan densas 
estructuras aromáticas unidas por enlaces covalentes y cadenas alifáticas, difíciles de 
degradar por los microorganismos; sin embargo, los sistemas enzimáticos oxidativos que 
forman radicales dentro de las macromoléculas son capaces de atacar estos 
compuestos, alcanzando un considerable grado de transformación (Hofrichter., 2002). 
Por esta razón cuando los CBR son expuestos a la intemperie pueden ser susceptibles a 
la biotransformación por acción de  los mismos microorganismos que descomponen la 
lignina. Los hongos de la podredumbre blanca de la madera son los organismos 
ligninolíticos más eficientes y tienen gran potencial para convertir el carbón de bajo rango 
en compuestos líquidos de menor peso molecular, dentro de los cuales se destacan las 
“sustancias húmicas del carbón”.  
 
En esta revisión se presenta el desarrollo y el estado actual del conocimiento sobre la 
biotransformación del carbón, especialmente el CBR, se analizan las limitantes para  el 
desarrollo de un proceso biotecnológico factible a gran escala  y se aborda la posibilidad 
de aplicar este conocimiento para inducir la liberación de SH del CBR en el suelo, 
mediante la actividad de microorganismos ligninolíticos autóctonos, como una alternativa 
de aprovechamiento del CBR como fuente de materia orgánica humificada para la 
recuperación de suelos degradados.   
 
 
1.3 Visión general de  la biodegradación de la  lignina  
 
La lignina es una macromolécula de compuestos aromáticos complejos que actúa como 
un pegamento entre las cadenas de polisacáridos y fibras de las plantas vasculares 
;químicamente es un polímero heterogéneo ópticamente inactivo, compuesto por  la 
unión de varios ácidos y alcoholes fenilpropílicos unidos por enlaces covalentes; es un 
material heterogéneo y altamente polidisperso (Thorn et al., 1996). Debido al tipo de 
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enlaces y su heterogeneidad, la lignina no puede ser escindida por enzimas hidrolíticas 
como la mayoría de los otros polímeros naturales; sólo un reducido grupo de 
microorganismos ha desarrollado la capacidad de degradar la lignina sustancialmente, 
hasta mineralizarla a dióxido de carbono (Solarska et al., 2009).  
 
Los hongos basidiomicetes que causan la pudrición blanca de la madera son los más 
eficientes degradadores de lignina mediante su depolimerización y mineralización por 
acción de enzimas extracelulares ligninolíticas;  por ello son los principales responsables 
por el reciclaje del carbono presente en los tejidos lignificados; estos hongos ligninolíticos 
secretan enzimas oxidorreductasas inespecíficas, la lignino peroxidasa (LiP) y la 
manganeso peroxidasa (MnP) son las enzimas que desempeñan el papel más importante 
en la descomposición de la lignina, son glicoproteínas hemo que comprenden una serie 
de isoenzimas codificadas por una familia de genes estrechamente relacionados  
(Atakka., 2004). Recientemente se ha visto que algunos hongos saprófitos 
descomponedores de hojarasca son los principales degradadores de la lignina en el 
suelo; algunos actinomicetes y otras bacterias del suelo también presentan esta 
capacidad pero su actividad resulta menor (Kiiskinen et al., 2004).  
 
Se ha utilizado la enzima MnP para proponer un modelo general de la acción de las 
enzimas oxidorreductasas ligninolíticas. Este sistema enzimático actúa como una “bomba 
de radicales", para atacar los enlaces recalcitrantes de la lignina (Ralph y Catcheside., 
1998).  La LiP y MnP se oxidan por acción del H2O2 a una forma intermedia  denominada 
compuesto I. El compuesto I de cada peroxidasa luego se convierte a un segundo 
estado, compuesto II, y luego a su estado basal a través de dos reducciones 
consecutivas. El compuesto LIP I tiene un alto potencial redox y puede abstraer un 
electrón a partir de compuestos aromáticos no fenólicos para generar un catión radical 
arilo que a su vez puede someterse a una amplia variedad de reacciones no enzimáticas 
incluyendo el clivaje de los anillos aromáticos. Los radicales pueden reaccionar con O2 y 
H2O2 actuando como oxidantes difusibles. Los compuestos aromáticos no fenólicos son 
más fácilmente oxidados si poseen grupos donores de electrones como los grupos 
metoxi, y más difícilmente oxidados si disponen de grupos como los carbonilos 
bencílicos. Los compuesto I y II de la MnP también oxidan Mn II a Mn III formando a la 
vez complejos difusibles estables con alfa hidroxiácidos como el lactato, malonato y el 
oxalato que pueden oxidar los compuestos fenólicos a radicales fenoxi (Ralph y 
Catcheside., 1998). Kira y Cullen (1998) propusieron un modelo del ciclo catalítico de la 
MnP, mediante el cual se generan los iones Mn3+, los cuales son estabilizados por ácidos 
orgánicos como el oxálico y posteriormente actúan como mediadores redox que atacan 
moléculas orgánicas inespecíficamente, formando radicales inestables por el sistema  
MnP en presencia de diferentes sustratos (Hatakka., 2001).  
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1.4 El carbón: origen,  características y clasificación 
 
El carbón es una roca combustible, sedimentaria de origen orgánico, está formado 
principalmente por carbono, hidrógeno, oxígeno, nitrógeno y azufre. El carbón se formó a 
partir de la vegetación semidescompuesta, que se fue consolidando en medio de los 
estratos de roca y se alteró por los efectos combinados de la presión y el calor a lo largo 
de millones de años (Orem y Finkelman., 2014).  
 
El proceso de carbonificación comprende dos grandes etapas, la diagénesis y el 
metamorfismo. En la diagénesis, tiene lugar la descomposición de la materia orgánica de 
origen vegetal por acción de bacterias aerobias, durante esta etapa se alcanza una 
reducción en volumen hasta del 50%; una vez que las bacterias aerobias consumen todo 
el oxígeno, comienza la descomposición de la materia orgánica restante por acción de 
las bacterias anaerobias, en esta etapa se originan las SH, estas sustancias acidifican el 
medio hasta alcanzar un pH de 4 en el cual mueren las bacterias anaerobias; de esta 
manera se origina la turba, el material carbonoso más incipiente, sobre este material se 
van depositando nuevas capas de restos vegetales que a su vez forman estratos 
superiores de turba. La acumulación de varios estratos de turba conduce al aumento de 
la presión y temperatura en las capas inferiores, dando origen a la etapa del 
metamorfismo. Inicialmente la turba se convierte en lignitos o “carbones pardos”, estos 
carbones presentan una madurez orgánica baja. Durante millones de años el efecto 
continuo de la temperatura y presión incrementa la madurez orgánica del lignito 
transformándolo en la gama de carbones “subbituminosos”, sobre estos materiales 
continúan los cambios químicos y físicos hasta hacerse más densos, dando origen a los 
carbones “bituminosos”; en condiciones adecuadas puede aumentar la madurez 
orgánica, dando origen a la antracita que es el tipo de carbón más evolucionado.  
 
El índice de cambio sufrido por un carbón al madurar desde la turba hasta la antracita se 
denomina “rango” y define sus propiedades físicas y químicas finales. Los carbones de 
bajo rango (CBR) son normalmente blandos y desmenuzables, con un aspecto mate y 
terroso, presentan niveles de humedad altos, alto contenido de ceniza y material volátil, 
presentan menor contenido en carbono fijado y mayor contenido de oxígeno, por estas 
características su potencial energético también es bajo (Giannoulli, et al., 2009). Las 
normas ASTM (American Society for Testing and Materials) fijan los estándares para 
clasificar el carbón y define como CBR aquellos cuyo poder calorífico bruto en base 
húmeda es menor a 6.390 kcal.kg-1. Los carbones de alto rango son más duros y 
resistentes, presentan un color más negro, de aspecto vítreo y brillante, presentan alto 
contenido de carbono fijado (86% -98%), menor contenido de oxígeno e hidrógeno, bajo 
contenido de material volátil, menos humedad y generan mayor poder calorífico; en esta 
categoría se incluyen los carbones bituminosos y antracitas.  
 
Los CBR pueden contener del 60 al 85% de material húmico potencialmente extraíble 
utilizando soluciones alcalinas y pretratamientos con agentes oxidantes como HNO3, 
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H2O2 y KMnO4 (Siong et al., 2007); por esta razón, una aplicación muy conocida de los 
CBR es su uso como fuente para la obtención de SH, compuestos de gran importancia 
por su función en el mantenimiento de importantes propiedades del suelo (Gianoulli et al., 
2009).  
 
Las SH obtenidas del CBR son utilizadas como enmiendas orgánicas, como 
acondicionadores de suelos y mejoradores de la estructura de los agregados (Piccolo y 
Mbagwu., 1999), como estimuladores del crecimiento y desarrollo vegetal (Nardi et al., 
2002; Canellas et al., 2011), y como coadyuvantes en procesos de fitorremediación de 
suelos contaminados (Christanis et al., 2006, Bandeira et al., 2009).  
 
 
1.4.1 Estructura del carbón y su relación con la susceptibilidad al 
ataque  microbiano 
 
Estructuralmente el carbón es un sistema complejo dominado por  una fracción orgánica 
que puede representar entre el 85 y 95%  del peso seco. Las fracciones inorgánicas, 
principalmente aluminosilicatos y piritas comprenden del 5 al 15%. Un tercer elemento 
estructural y tal vez la característica más distintiva, es una extensa red de poros que le 
confieren una alta área superficial (≥100m2.g-1 para carbones subbituminosos y lignitos) 
que permite la entrada y circulación de aire y agua, así como el acceso de los 
microorganismos a una significante fracción del material orgánico (Levine et al., 1982). 
En el carbón el contenido de hidrógeno es bajo en comparación con otros combustibles 
como el petróleo, esta característica es responsable de la dureza y el alto contenido de 
compuestos aromáticos y otras especies insaturadas. A menor grado de carbonificación  
el contenido de oxígeno orgánico aumenta (en promedio un átomo de oxígeno por cada 5 
de carbono), este hecho le confiere susceptibilidad frente a la actividad biológica. 
 
La fracción orgánica del carbón es compleja y heterogénea, se compone de una matriz 
que contiene un conjunto de estructuras macromoleculares aromáticas y alifáticas de alto 
peso molecular, similar a la lignina, el bitumen que consiste en una mezcla heterogénea 
de moléculas alifáticas y aromáticas de bajo peso molecular (asfaltenos, ceras, resinas) y 
en tercer lugar las SH. La organización general de estos componentes se puede describir 
como un modelo de dos fases: la fase macromolecular compuesta por una extensa red 
de macromoléculas,  y la fase molecular o móvil constituida por moléculas de menor 
tamaño “atrapadas” en función de la polaridad y geometría molecular dentro de la red 
macromolecular, en conjunto con otras moléculas unidas a la red mediante enlaces no 
covalentes (Schmiers y Ktipsel., 1997).   
 
Debido a su contenido orgánico, la presencia de espacios porosos, el contenido de 
elementos importantes para la nutrición como nitrógeno, azufre, hierro y algunos 
elementos traza, además de carbono, oxígeno e hidrógeno, la posibilidad de retener 
agua  y aire  en su estructura, y principalmente su origen a partir de material vegetal, 
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hace posible que el carbón sea un sustrato para la colonización y crecimiento microbiano 
(Hofrichter y Fakoussa, 2004). Desde comienzos de los 80 se han recopilado numerosas 
experiencias tendientes a desarrollar  procesos de transformación biológica del carbón 
mediante la solubilización por actividad  de  hongos y bacterias. A esta línea de 
investigación se ha denominado genéricamente como “transformación microbiana del 
carbón”  o “biotransformación del carbón” (Oboirien et al., 2008). 
 
 
1.5 Biotransformación de carbón 
 
1.5.1 Desarrollo histórico del conocimiento sobre la 
transformación microbiana del carbón 
 
Las investigaciones sobre la transformación microbiana del carbón comenzaron cuando 
René Fakoussa (1981) demostró que el carbón  podía ser un sustrato para la actividad 
microbiana, encontró que una cepa de Pseudomonas fluorescens puede crecer utilizando 
como sustrato un carbón de alto rango, a la vez que exhibe capacidad para solubilizar 
parte de su fracción orgánica. Cohen y Gabrielle (1982), publicaron el primer reporte de 
biodegradación de carbón por hongos, demostraron que dos hogos basidiomicetos, Poria 
montícola y Polyporus versicolor presentaban la capacidad de producir gotas de un 
líquido viscoso y negro cuando se colocaban piezas de carbón en la superficie de cultivos 
fúngicos en medio sólido.  
 
Posteriormente se demostró que filtrados estériles obtenidos de cultivos de P. versicolor 
también presentan la capacidad de solubilizar un CBR tipo leonardita y que esta actividad 
depende de la edad del cultivo, del tamaño de  las partículas de carbón y del pH (Cohen 
et al., 1987); igualmente, se  confirmó  la presencia de proteínas en  los filtrados, estas, al 
ser sometidos a tratamiento desnaturalizante pierden la actividad sobre el carbón, así se 
sugirió que en la degradación del carbón intervienen enzimas extracelulares del hongo. 
En un estudio complementario  (Pyne et al., 1987), se observó que los filtrados fúngicos 
presentan actividad oxidativa de la ziringaldazina, un sustrato de la polifenol oxidasa y se 
relacionó esta actividad enzimática con la magnitud en la solubilización de leonardita, 
posteriormente se purificó la enzima lacasa a partir de los filtrados y se comprobó que al 
tratar el carbón con esta enzima se obtiene un grado de solubilización semejante al 
tratamiento con el filtrado crudo obtenido del cultivo fúngico. Cohen et al., en 1990 
separaron del medio de cultivo de P. versicolor un nuevo agente que participa en la 
solubilización del carbón y comprobaron que se trataba de oxalato de amonio, 
concluyendo que la solubilización del carbón por acción del hongo no era un proceso 
exclusivamente enzimático (Dutton., 1993).  
 
Posteriormente, se aislaron y evaluaron numerosos hongos capaces de transformar CBR 
y se sugirieron los principales mecanismos implicados. En estudios sobre hongos del 
género  Pleurotus (P. florida, P. ostreatus y P. sajor-caju), el hongo ascomicete 
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Chaetomium globosum, los hiphomycetes Humicola grisea, Trichoderma viride, 
Aspergillus terreus, Paecilomyces varioti, y Papulaspora immerse, se sometieron a 
diferentes tipos de carbón con el fin de evaluar su actividad, se concluyó que los 
carbones bituminosos de alto rango solo son transformados incipientemente, mientras 
que CBR son solubilizados más eficientemente; también se observó que  el contenido de 
material volátil y oxígeno en su estructura son factores que condicionan fuertemente la 
biosolubilización (Reiss.,1992). Nuevos estudios con hongos basidiomicetes 
descomponedores de madera y litter (P. chrysosporium, Nematoloma frowardii, 
Stropharia rugoso-annulata) demostraron que no solamente solubilizan CBR sino que 
además actúan sobre los ácidos húmicos (AH) procedentes del carbón, transformándolos 
en compuestos similares a los ácidos fúlvicos (AF), mediante reacciones de 
depolimerización (Ralph y Catcheside., 1994; Willmann y Fakousa., 1997; Hofrichter y 
Fritsche., 1996).  
 
Realizando screening de hongos basidiomicetes degradadores de lignina se comprobó 
que los hongos más eficientes en la transformación de lignina (T. versicolor, Phellinus 
torulosus, Cerrena unicolor, Pleurotus eyngii) presentaban alta actividad de las enzimas 
lacasas, aril-alcohol oxidasa y MnP, en correlación con la capacidad para actuar sobre el 
carbón  (Peláez et al., 1995). Así se concluyó que existe relación entre la solubilización 
del carbón con la secreción de las enzimas implicadas en el proceso de degradación de 
la lignina por los hongos de  la podredumbre blanca. Con base en estos hallazgos, a 
finales de los noventa se propusieron los mecanismos de acción de estas enzimas sobre 
el carbón y las SH, y se realizaron aproximaciones para explicar los mecanismos de 
regulación de su actividad. 
 
Acoplado a la solubilización del carbón, frecuentemente se observó que algunos 
organismos pueden actuar sobre las sustancias líquidas producidas, depolimerizándolas 
o repolimerizándolas(Bublitz et al., 1994); estudiando estos fenómenos se concluyó que 
ocurren por medio de los mismos mecanismos enzimáticos responsables de la 
solubilización, pero con sistemas de regulación bastante complejos que dependen de la 
presencia de fuentes de nitrógeno y fuentes adicionales de carbono de fácil asimilación 
en el medio. Por ejemplo, hongos degradadores de lignina  como Poria vaporaria, 
Pholiota aurivella, Piptoporus betulinus, Fusarium culmorum, Marasmius scorodonius y 
Laetiporus sulphureus, al ser aplicados al extracto orgánico del carbón en medio acuoso, 
degradaron este sustrato. Se demostró que los mecanismos de biodegradación incluyen 
el clivaje de grupos funcionales, la dearomatización y depolimerización, que conducen a 
la formación de moléculas de peso molecular mucho más bajo que el material original 
(Osipowicz et al., 1996). Hofrichter y Fritsche (1996) demostraron que N. frowardii en una 
primera fase solubiliza el carbón por mecanismos no enzimáticos como la actividad de 
sustancias alcalinas y agentes quelantes, y posteriormente las enzimas extracelulares 
actúan depolimerizando y decolorando las sustancias producidas en la etapa de 
solubilización. En este mismo hongo se puede inducir una alta actividad de la MnP en 
presencia de Mn2+, pero a la vez se inhibe la actividad de la LiP, y en condiciones de bajo 
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contenido de nitrógeno se reprime la producción de las tres enzimas ligninolíticas 
(Hofrichter y Fritsche., 1997).  
 
Simultáneamente se demostró la necesidad de un sustrato orgánico fácilmente asimilable 
como la glucosa, para que desencadenen los procesos de solubilización de carbón, 
decoloración y depolimerización de los productos líquidos; igualmente se describió la 
inducción de la producción de las enzimas ligninolíticas. Por ejemplo, la producción de 
peroxidasas extracelulares puede ser inducida por la adición de pequeñas cantidades de 
carbón tipo lignito o por sus diferentes fracciones (bitumen, matriz o AH) en el medio. La 
producción y actividad de enzimas lacasas se puede estimular por la adición de AH 
solubles en agua, pero se inhibe por la presencia de las otras dos fracciones (bitumen y  
matriz) o por la adición de carbón lignito (Willmann y Fakoussa., 1997).   
 
Hofrichter et al (1997a) tras un screening de 278 hongos basidiomicetes relacionados con 
la pudrición blanca de la madera y deuteromicetes descomponedores de litter en el suelo, 
describieron tres procesos que ocurren a diferentes valores de pH y condiciones 
nutricionales. En primer lugar encontraron que la ocurrencia de solubilización alcalina del 
carbón a valores de pH superiores a 6,9 y a altas concentraciones de nitrógeno media la 
extracción de SH desde la compleja red macromolecular del carbón, desencadenando la 
producción abundante de líquido viscoso de color negro. En segundo lugar, describieron 
la depolimarización de las SH del carbón por enzimas ligninolíticas a valores bajos de pH 
(3-6) y bajas concentraciones de nitrógeno. En tercer lugar, observaron la transformación 
de las sustancias inicialmente solubilizadas, hacia la formación de sustancias de  menor 
peso molecular y color amarillento, similares a AF. El primer y tercer mecanismo es 
predominante en hongos  basidiomicetes y el segundo en deuteromicetes.  
 
Tras el proceso de solubilización y depolimerización también se describieron fenómenos 
de repolimerización oxidativa, mediada por factores abióticos como la presencia de 
ciertos iones metálicos (Mn2+, Fe3+, Cu2+). En complemento a lo anterior, otros 
experimentos sobre los mecanismos de solubilización y depolimerización, concluyen que 
al colocar pequeñas cantidades de carbón en los cultivos fúngicos se induce la 
solubilización por mecanismos enzimáticos, mientras que cuando no hay inducción previa 
se expresan mecanismos no enzimáticos como la producción de agentes quelantes y la 
producción de sustancias alcalinas; estos mecanismos dependen de cada cepa 
microbiana. Por otra parte, se observó que cuando se cultivan hongos y bacterias en un 
medio con pequeñas cantidades de carbón se estimula la producción de un polímero 
extracelular, este polímero facilita la adhesión de las células microbianas a la superficie 
de las partículas de carbón (Laborda et al., 1997).   
 
Estudios con P. chrysosporium ATCC 24725, demuestran la ocurrencia de procesos de 
solubilización, depolimerización, decoloración de SH y repolimerización por mecanismos 
enzimáticos y no enzimáticos; se describió  también que las enzimas MnP y LiP pueden 
operar de manera sinérgica en el proceso de polimerización en condiciones aerobias, lo 
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cual conduce a la formación de moléculas que el hongo puede  absorber y metabolizar 
intracelularmente (Ralph y Catcheside., 1997).  
 
De otra parte, se comprobó que en condiciones de baja tensión de oxígeno se inhibe la 
actividad de la LiP y se desencadenan procesos de depolimerización mediados 
únicamente por la MnP (Ralph y Catcheside., 1997); en condiciones de bajas 
concentraciones de oxígeno las moléculas de polifenoles derivadas de la solubilización 
son depolimerizadas mediante la transformación de Mn2+ a Mn3+ por la MnP, pero al 
restablecer la concentración atmosférica de oxígeno toma lugar la repolimerización 
formando nuevas sustancias (Ralph y Catcheside., 1998). En conclusión hay evidencia 
de que la MnP puede depolimerizar y repolimerizar macromoléculas derivadas del carbón  
mediante procesos regulados por las condiciones de oxígeno, y que se requiere de la 
presencia de oxígeno y LiP para que ocurra la polimerización de nuevos productos que 
puedan ser asimilados por las células.   
 
Bumps (1998) encontró que el oxalato y otros agentes quelantes de iones metálicos, 
principalmente compuestos intermediarios del ciclo de Krebs, son agentes claves que 
median la solubilización de CBR por los hongos T. versicolor  y P. chrysosporium; 
posteriormente, oxidasas extracelulares median los procesos de depolimerización de las 
macromoléculas solubilizadas. Estos procesos son controlados nutricionalmente. Por 
ejemplo, en el caso de P.chrysosporium, la solubilización ocurre cuando el hongo es 
cultivado en condiciones nutricionales adecuadas, pero la biodegradación ocurre en un 
medio con deficiencia de nitrógeno. Estudios con el hongo Trichoderma atroviridae 
demuestran que la solubilización de carbón requiere de una fuente de carbono fácilmente 
asimilable y glutamato como fuente de nitrógeno, para producir gran cantidad de enzimas 
hidrolíticas que actúan sobre el carbón; la adición de lignito estimula la producción de 
esterasas y enzimas oxidativas como lacasas (Holker y Hofer., 2002). En P. 
chrysosporium y otros basidiomicetes, el ión acetato también parece ser una fuente de 
carbono que estimula la producción de enzimas solubilizadoras (Gokcay et al., 2001). 
 
El fenómeno de decoloración, tanto de SH extraídas químicamente del suelo o del 
carbón, como de las sustancias semejantes producidas por acción microbiana, se 
diferencia de la depolimerización en el sentido en que se evidencia la pérdida de 
absorbancia a 460 nm (característica de los AH), pero esta pérdida de absorbancia no 
está acoplada con la aparición de moléculas de peso molecular menor, sino con la 
aparición de AF el cual está fuertemente correlacionado con la síntesis y actividad de 
enzimas lacasas extracelulares (Ralp y Catcheside., 1998; Temp et al., 1999;  Fakoussa 
y Frost., 1999; Fakoussa y Hofrichter., 1999; Zaavarzinda et al., 2004). Además, se ha 
reportado que  la LiP de P. Chrysosporium también puede tener actividad decolorante 
(Ralph y Catcheside, 1998b). Sobre los mecanismos de biotransformación del carbón, la 
atención se ha centrado en la actividad y la regulación de la enzima MnP, por presentar 
mayor actividad en el proceso de licuefacción y su papel secundario en los procesos de 
depolimerización y repolimerización (Hofrichter., 2002).  
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Recientemente se ha hecho énfasis en el desarrollo de procesos biotecnológicos, se ha 
probado la fermentación sólida de Trichoderma atroviridae usando diferentes tipos de 
carbón como sustrato principal (Holker y Hofer., 2002). La biotransformación del carbón 
por este mismo hongo ha sido evaluada en reactores de lecho fluido, determinando las 
mejores condiciones para la biosolubilización, el tamaño de partícula de carbón 
empleado y  las fuentes de nitrógeno y carbono para el cometabolismo. Se encontró 
mayor rendimiento utilizando partículas de carbón de 300µm y glucosa o sacarosa como 
fuente de carbono (Oboirien et al., 2008). Se logró desarrollar un método para estimular 
la síntesis de altas cantidades de enzimas ligninolíticas empleando polialcanoatos como 
inductores en cultivos de P. chrysosporium (Grgic y Perdih., 2003). Se estandarizó la 
producción de materiales alcalinos, surfactantes y enzimas asociadas con la 
solubilización de lignito en medio acuoso, por el hongo Penicillium decumbens (Yuan et 
al., 2006), y se demostró que la solubilización del carbón se relaciona directamente con 
el grado de adsorción de las enzimas a la superficie de las partículas de carbón (Yin et 
al., 2009).   
 
A partir de muestras ambientales influenciadas con alto contenido de residuos de carbón 
en la mina “El Cerrejón” (Colombia) se obtuvieron hongos con actividad ligninolítica, 
capaces de colonizar y biotransformar partículas de CBR tipo lignito (Salas y Valero, 
2009; Roca, et al., 2011) (figura 1-1); aislamientos de Hipocrea lixii, Paecilomyces sp, 
Aspergillus flavus, y Trametes sp exhibieron actividad solubilizadora de carbón con 
producción de SH en medio sólido y depolimerización de las SH producidas  (Duarte et 
al., 2010, Guevara  et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1-1. Transformación de carbón por cultivos de hongos aislados de ambientes 
influenciados con residuos carbonosos en la mina “el Cerrejón” (La Guajira – Colombia) 
a) partícula de carbón colonizada por Tametes sp. b) solubilización de la partícula de 
carbón una vez colonizada. c) Imagen microscópica de hifas de Hipocrea lixii 
transformando una partícula de carbón (aumento: 40X). d) difusión de sustancias 
solubles  en el medio una vez es solubilizada la partícula de carbón por H lixii. Fuente: 
Valero et al., 2012. 
 
 
1cm 1cm 
10µm 
1cm 
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1.5.2 Biotransformación de carbón por bacterias 
  
La biotransformación  de los compuestos presentes en el carbón no está mediada 
exclusivamente por hongos,  también se han descrito bacterias que solubilizan el carbón 
principalmente por mecanismos no enzimáticos como la producción de agentes 
surfactantes, liberación de compuestos quelantes de los metales que unen la estructura 
macromolecular del carbón, y la producción de sustancias alcalinas que disuelven las 
moléculas solubles y SH de la matriz del carbón (Hofrichter  y Fakoussa., 2004). 
 
Después de estudiar la biotransformación del carbón por hongos, se aislaron bacterias 
pleomórficas pertenecientes al grupo de micobacterias y nocardia. Estas bacterias 
pleomórficas presentan paredes celulares extremadamente hidrofóbicas, por este hecho, 
en los estudios de biotransformación en medio líquido se formaban  agregaciones de 
células flotando en la superficie del medio y sólo podían ser dispersadas mediante el uso 
de detergentes o sustancias oleosas. Entonces se comenzó a estudiar la solubilización 
del carbón con cepas de Escherichia freundii, Pseudomonas rathonis, Pseudomonas 
fluorescens, Streptomyces setoni, Pseudomonas putida, Bacillus, Staphylococcus y 
Rhodococcus (Laborda et al., 1997), Pseudomonas putida (Machnikowska et al., 2002), 
Rhodococcus spp (Füchtenbusch y Steinbüchel., 1999), bacterias de los géneros 
Bacillus, Rhodococcus y Staphylococcus (Pokorný et al., 2005) y bacterias del género 
Streptomyces dentro del que se encuentran especies conocidas como degradadores de 
lignina como Streptomyces setonii (Willmann y Fakoussa., 1997). Cuando se aislaron las 
sustancias producidas por la actividad bacteriana sobre el carbón, se encontraron 
compuestos con pesos moleculares de 50.000 ± 100.000 Da. Por  medio de 
experimentos de esterificación se encontró que las moléculas presentan un alto 
contenido de grupos carboxilo e hidroxilo y nivel intermedio de aromaticidad, lo cual es 
consistente con un ataque oxidativo a las partículas de carbón (Fakoussa., 1988). 
 
 
1.5.3 Pretratamiento oxidativo para la biosolubilización del 
carbón 
 
Se ha observado que la biosolubilidad del carbón está correlacionada fuertemente con su 
grado de oxidación, entonces se desarrollaron experimentos para hacer más eficiente el 
proceso mediante el pretratamiento oxidativo del carbón. Se comprobó que el 
pretratamiento con HNO3 o H2O2 incrementa la biosolubilización tanto por hongos como 
por bacterias (Machnikowska et al., 2002). También se probó que el pretratamiento no 
oxidativo con surfactantes aniónicos, buffers alcalinos, sustancias quelantes, HCl y la 
exposición a radiación, mejoran en diferente grado la susceptibilidad del carbón a la 
biosolubilización (Gazsó., 1997).  De esta forma se puede concluir que la conversión del 
carbón sólido hasta sustancias líquidas de peso molecular más bajo puede requerir de la 
combinación de tratamientos físicos, químicos y biológicos.  
 
Capítulo 1 29 
 
Bajo las anteriores consideraciones se iniciaron estudios sobre la biotransformación de 
carbones de alto rango sometidos a diferentes prretratamientos. Hofrichter et al (1997b) 
evaluaron más de 750 aislamientos de basidiomicetes y  deuteromicetes, ascomicetes y 
zigomicetes y encontraron solo  seis cepas que modifican las propiedades fisicoquímicas 
de fragmentos de carbón de alto rango, mediante un mecanismo denominado “erosión” 
que conduce a la pérdida de la estructura compacta y lo hace proclive a mayor 
hidratación y ablandamiento. Coprinus sclerotigenis  y Punus tigrinus  pueden actuar 
sobre el carbón duro, pero no dan origen a la formación de gotas de líquido viscoso, sino 
a la formación de estructuras rizomórficas adheridas a la superficie del carbón; así se 
demostró que el carbón de más alto rango considerado un material recalcitrante al 
ataque biológico, podía ser objeto de ataque fúngico con un tratamiento fisicoquímico 
previo.  
 
Por lo general, los microorganismos crecen lentamente sobre las partículas de carbón, 
pero el crecimiento es notablemente estimulado cuando los carbones han sido natural o 
químicamente pre-oxidados, debido a que la oxidación  aumenta la biodisponibilidad de 
los compuestos (Ward., 1991). Por otra parte, se ha observado que la adición de 
soluciones minerales (N, P, S, iones metálicos o sales minerales) estimula el crecimiento 
microbiano, lo que indica las limitaciones de elementos esenciales disponibles en el 
carbón. 
 
 
1.5.4 Conceptos y mecanismos de biotransformación del carbón 
 
Se ha usado indistintamente la terminología relacionada con los procesos de conversión 
biológica del carbón. Entonces es conveniente precisar la significancia y alcance de los 
términos utilizados. Ward (1991) hace algunas precisiones sobre el uso de la 
terminología.  El término genérico ''biodegradación" se refiere a la descomposición por 
medios biológicos, y por lo tanto se aplica a muchos fenómenos complejos por medio de 
los cuales los materiales originales se reducen a componentes más simples. 
"Biodepolimerización" denota un caso especial de la biodegradación mediante el cual los 
polímeros se reducen en tamaño. "Bioconversión o biotransformación" se utiliza para 
designar la ocurrencia de cambio en la forma de material, este término no implica 
necesariamente la biodegradación.  
 
El término "licuefacción" denota un cambio del estado sólido a líquido, por lo que el uso 
del término "bioliquefaction" del carbón implicaría una conversión directa del carbón de 
estado sólido a líquido,mediado por un agente biológico, el estado líquido puede ser o no 
hidrofílico y por lo tanto, más o menos perceptible en medio acuoso.  
Hofrichter y fakoussa (2004),  utilizan el término “solubilización del carbón” para describir 
un fenómeno que conlleva a la formación de un líquido de color oscuro a partir de carbón 
en estado sólido, se ha considerado que este es un proceso no enzimático que disuelve 
el carbón preferiblemente a valores de pH altos (7-10) y se ha sugerido que se debe a  la 
formación microbiana de sustancias alcalinas, agentes quelantes y surfactantes que son 
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liberados al medio extracelular. Sin embargo, como se describió anteriormente hay  
bastante evidencia de que en algunos casos este fenómeno ocurre por acción de 
enzimas  hidrolíticas y ligninolíticas.  
 
El término “depolimerización” utilizado en referencia al CBR o macromoléculas derivadas 
(AH y AF) se define como un proceso enzimático que ocurre a valores de pH bajos (3-6) 
y da como resultado el rompimiento de enlaces dentro de la molécula de carbón o AH, lo 
cual conduce a la formación de sustancias de color amarillento como los AF, con una 
menor masa molecular.  El término “decoloración” o “blanqueo” a menudo se utiliza para 
describir  este mismo fenómeno, pero asociado con la disminución en la absorbancia de 
soluciones de AH.   
 
El término “polimerización” se refiere al incremento del peso molecular de los 
compuestos resultantes de la solubilización del carbón (Hofrichter et al., 1997b). Ralph y 
Cathcheside (1997), evidenciaron que los hongos Ganoderma applanatum, Merulius 
tremellosus, P. tephropora, P. chrysosporium, P. cinnabarinus y Rigisosporus ulmarius  
por medio de las enzimas LiP, MnP, lacasas y veratryl alcohol oxidasa, pudieron 
polimerizar fracciones solubilizadas de CBR, esto debido a un acoplamiento de los 
radicales fenoxi del carbón generados por las enzimas. Hofrichter y Fritsche (1997) 
reportaron reacciones de repolimerización por el hongo Nematoloma frowardii, fenómeno 
que ocurrió luego de haber ocurrido la depolimerización de AH contenidos en el medio.  
 
Además de las modificaciones estructurales, ciertas bacterias, hongos filamentosos  y 
levaduras pueden presentar capacidad para crecer sobre el carbón utilizando los 
compuestos presentes en la fase móvil. Los microorganismos pueden tomar 
espontáneamente los compuestos presentes en el carbón o tomarlos como producto de 
los demás procesos descritos anteriormente; por ejemplo, Holker et al (2002) 
describieron la producción de 14CO2 a partir de lignito-
14C metoxilado, por un hongo 
solubilizador del carbón. Los compuestos orgánicos utilizados comprenden fenoles, ácido 
benzoico, bifenilos y bifeniléteres, diversos cicloalcanos, n-alcanos y n-alcanoles (Ralph y 
Catcheside, 1994a; Fritsche y Hofrichter., 2005). También se ha descrito que  fragmentos 
de celulosa residual y hemicelulosa que se encuentran en ciertos carbones marrones 
como el xylito, donde se preservó la estructura de la madera, podrían ser una fuente  
adicional de carbono para los microorganismos (Cohen y Gabriele., 1982).  
 
Fakoussa (1991) propuso el modelo ABC, que más tarde se extendió al modelo ABCDE 
(Fakoussa y Hofrichter.,1999), para describir todos los mecanismos posibles que 
participan en la bioconversión de carbón de bajo rango (figura 1-2). La letra A indica la 
producción de sustancias  alcalinas que  ionizan los grupos funcionales ácidos del 
carbón, ocasionando la solubilización del mismo (Ralph y Catcheside, 1997). La 
solubilización del carbón mediada por sustancias alcalinas ha sido observada 
principalmente en bacterias. La letra B indica la biocatálisis por acción de enzimas 
oxidativas producidas por hongos ligninolíticos asociados con la pudrición blanca de la 
madera, principalmente basidiomicetos que producen lacasas, fenol-oxidasas, LiP y MnP 
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(Bumpus., 1988; Tao et al., 2009; Pyne et al., 1987, Steinbüchel, 2003). La letra C denota 
la producción de agentes quelantes (Chelators) de metales que actúan como puente 
entre macromoléculas, sustancias como el ion oxalato y otros intermediarios del ciclo de 
Krebs rompen los enlaces iónicos entre las macromoléculas del carbón, las moléculas 
polares resultantes de esta escisión son entonces solubles en agua (Bumpus, 1988). La 
letra D indica la acción de sustancias detergentes (surfactantes, biotensores), producidos 
extracelularmente o como parte de la membrana celular de bacterias y hongos. Estos 
compuestos incluyen ramnolípidos, lipopéptidos y soforolípidos que han sido encontrados 
en muchas bacterias degradadoras de combustibles; se ha correlacionado la producción 
de estos biosurfactantes con la solubilización de carbón (Yuan et al., 2006). La letra E 
indica la actividad de enzimas esterasas  que hidrolizan los enlaces en la 
macroestructura del carbón. 
 
 
 
Figura 1-2. Esquema del modelo ABCDE propuesto por  Fakoussa y Hofrichter (1999) 
sobre los mecanismos de biosolubilización de carbón de bajo rango. 
 
 
 
1.5.5 Limitantes para la biotransformación de carbón a gran 
escala 
 
Como resultado de los  avances alcanzados en las tres décadas pasadas se puede 
concluir que la transformación del carbón por hongos y bacterias es posible; sin embargo, 
ha sido poco exitoso el paso de la investigación básica hacia el desarrollo de procesos 
biotecnológicos  eficientes y económicamente viables. Si bien los  hongos basidiomicetes 
involucrados en la descomposición de la lignina son los más eficientes  solubilizadores de 
carbón (Hofrichter y Fakoussa., 2004), presentan gran dificultad para su manejo en 
biorreactores, y aunque logran  transformar el carbón en un alto porcentaje, lo hacen a 
velocidades lentas. Por otra parte, para su actividad se requiere de un medio rico en 
nitrógeno y fuentes adicionales de carbono (Catcheside y Ralph., 1999). La compleja 
regulación de los mecanismos enzimáticos de biotransformación, hace que los procesos 
en biorreactores a menudo pierdan la estabilidad; por ejemplo, las enzimas MnP y LiP 
son inhibidas una vez se ha alcanzado cierta cantidad de carbón solubilizado en el medio 
(Klein et al., 1999). Finalmente, la dificultad que supone la separación y caracterización 
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de los productos generados tras los procesos de biotransformación, debido a la 
complejidad y heterogeneidad de sus estructuras moleculares, dificulta la recuperación 
de compuestos específicos de valor agregado que se puedan comercializar.  
 
Frente a la situación anterior, se ha comprobado que algunos ascomicetes y 
deuteromycetes que generalmente causan la pudrición parcial de la madera presentan 
menos dificultad para su manejo en biorreactores, realizan la biotransformación de 
carbón a mayor velocidad y por mecanismos tanto enzimáticos como no enzimáticos, 
pero presentan menor rendimiento y cierta inestabilidad en su actividad (Achi.,1993; 
Achi.,1994; Catcheside y Ralph., 1999, Pokorny et al., 2005). Alternativamente, la 
biotransformación del carbón por bacterias ocurre a mayor velocidad en comparación con 
los hongos basidiomicetes, pero el proceso es más dependiente del tratamiento  
oxidativo previo (Machnikowska et al., 2002). Dado que en gran medida no se lleva a 
cabo por medio de enzimas extracelulares, los productos de la solubilización son más 
estables  y se pueden recuperar más fácilmente (Torzilli e Isbister., 1994); sin embargo, 
para una transformación eficiente es necesario ofrecer a las bacterias una fuente 
adicional de carbono fácilmente asimilable.  
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2. Aislamiento de bacterias 
biotransformadoras de carbón de bajo 
rango a partir de microhábitats con 
presencia de residuos carbonosos. 
 
 
2.1 Resumen 
 
Se aislaron bacterias con actividad biotransformadora de carbón de bajo rango (CBR) a 
partir de muestras ambientales con presencia de residuos de carbón en la mina “El 
Cerrejón”. Se encontraron 75 aislamientos bacterianos que utlizan el CBR,  de estos, 32 
presentaron crecimiento en medio sólido mínimo de sales con carbón a 5%. Se diseñó un 
protocolo para la selección de los aislamientos con mayor actividad biotransformadora de 
CBR, el protocolo incluye el aislamiento en un medio selectivo con CBR en polvo, 
pruebas cualitativas y cuantitativas de solubilización de CBR en medios sólidos y líquido. 
El mecanismo de solubilización en las cepas que producen mayores valores de 
sustancias húmicas (SH) estuvo asociado a cambios de pH en el medio, probablemente 
por la producción de sustancias alcalinas extracelulares. El mayor número de 
aislamientos y los aislamientos con mayor actividad solubilizadora sobre el CBR 
provienen de lodo con alto contenido de residuos de carbón y de las rizósferas de Typha 
domingensis y Cenchrus ciliaris que crecen sobre sedimentos mezclados con partículas 
de carbón, este resultado sugiere que la obtención y capacidad de solubilización de CBR 
por parte de bacterias puede estar relacionada con el microhábitat donde se desarrollan 
las poblaciones. 
 
Palabras Clave: Cenchrus ciliaris,  Solubilización de carbón, Sustancias húmicas, Typha 
domingensis, 
 
 
2.2 Introducción 
 
Los carbones de bajo rango (CBR) como el subbituminoso y el lignito, se originaron 
mediante un proceso de carbonificación incompleto; en el cual la lignina procedente de 
restos vegetales se transformó parcialmente dando como resultado un material con alto 
contenido de sustancias húmicas (SH) (Schmiers y Ktipsel., 1997). Existe evidencia que 
el CBR puede ser biostransformado por acción de diferentes hongos involucrados en la 
degradación de la lignina (Hofrichter et al., 1999; Fakoussa y Hofrichter., 1999; Yuan et 
al., 2006); igualmente algunas bacterias como Escherichia freundii, Pseudomonas 
rathonis, Pseudomonas fluorescens, Streptomyces setoni, Pseudomonas putida, Bacillus 
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sp, Staphylococcus y Rhodococcus (Laborda et al., 1997; Machnikowska et al., 2002; 
Pokorny et al., 2005), generan sustancias con características similares a las SH extraídas 
químicamente a partir del CBR (Filip y Kubát., 2001).  
 
Durante la extracción de carbón en minas a cielo abierto el CBR y el material rocoso son 
removidos y dejados en pilas de almacenamiento, que posteriormente serán usados en el 
relleno de la hondonada finalizado el proceso de extracción. La biotransformación se ha 
considerado como una alternativa potencial para el aprovechamiento del CBR, con el 
propósito de generar productos de valor agregado con variadas aplicaciones como la 
obtención de combustibles líquidos, moléculas para síntesis química y la producción de 
SH que pueden ser utilizadas como enmiendas orgánicas para el suelo (Gianoulli et al., 
2008).  
 
Hasta la fecha, todas las bacterias biotransformadoras de carbón reportadas han sido 
aisladas directamente de muestras de carbón, tanto en su superficie como el interior 
(Laborda et al., 1997; Pokorny et al., 2005; Bulankina et al., 2007; Yossifova et al., 2011). 
El análisis de material rocoso generado en la excavación para la extracción de carbón, 
mezclado con partículas de lignito, ha demostrado que estas partículas de carbón actúan 
como la única fuente de materia orgánica y puede ser degradado y utilizado por los 
microorganismos en el suelo (Waschkies y Hüttl., 1999). En suelos reconstruidos en 
minas de carbón clausuradas, se demostró que parte del carbono estabilizado en la 
materia orgánica humificada proviene de residuos del carbón (Dick et al., 2006). Rumpel 
et al (2001), demostraron que en suelos rehabilitados en antiguas minas de carbón, 
además de los aportes de residuos orgánicos provenientes de la vegetación, también los 
residuos de lignito pueden ser humificados a razón de 0,25 g.kg de suelo-1. Año-1, tras el 
establecimiento de la comunidad microbiana. 
 
Considerando que la humificación es un proceso mediado por la microbiota (Masciandaro 
y Ceccanti., 1999), las anteriores evidencias conducen a pensar que en microhábitats 
influenciados por residuos de la minería de carbón, se han establecido microorganismos 
con capacidad para aprovechar estos residuos como fuente de carbono, mediante su 
biotransformación. Bajo el anterior supuesto, se realizó el presente trabajo de carácter 
exploratorio y descriptivo, cuyo objetivo fue determinar la presencia de bacterias con 
capacidad para biotransformar CBR, en ambientes influenciados por la presencia de altos 
contenidos de residuos de carbón, debido a las actividades de extracción, lavado y 
almacenamiento de carbón; esto con el propósito de contribuir con el desarrollo de 
estrategias de aprovechamiento del carbón residual generado en las minas de carbón, 
como posible fuente de materia orgánica humificada,  mediante su biotransformación in 
situ. 
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2.3 Materiales y métodos 
 
2.3.1 Muestras de carbón y sustancias húmicas  
 
El CBR utilizado se colectó en un afloramiento ubicado en el manto 40 del frente de 
extracción denominado “Tajo Patilla” en la mina “El Cerrejón”, localizado a 11º05´45,54´´ 
latitud norte y 72º40´66,55´´ longitud oeste, en el departamento de La Guajira, Colombia. 
Las muestras fueron tamizadas para obtener partículas de 2,36 mm y  menores a 300 
µm. Las partículas utilizadas para los ensayos de biotransformación fueron esterilizadas 
en autoclave a 121 ºC/15 lb por 15 minutos (Pyne et al., 1987); las partículas utilizadas 
para el aislamiento de bacterias fueron almcenadas sin esterilizar en bolsas plásticas de 
cierre hermético. 
 
Se probó un pretratamiento oxidativo de las partículas de CBR, para ello se sumergieron 
en HNO3 al 10% por 24 horas, a temperatura ambiente (Machinikowska et al., 2002), 
luego fueron lavadas con agua destilada hasta retirar completamente la coloración 
oscura del sobrenadante y esterilizadas a 121 ºC/15lb por 15 minutos. Para la extracción 
de las SH del CBR se siguió el protocolo estándar recomendado por la International 
Humic Substances Society (IHSS) para extraer Sh a partir de cabones de bajo rango 
ydescrito por Sharif (2002), con las siguientes modificaciones determinadas mediante 
ensayos preliminares de tratabilidad del CBR seleccionado para esta investigación: 
extractante (NaOH 0,5 M), relación  CBR/ extractante (1/10 p/v), tiempo de reacción (10 
h) y temperaturade 100 °C. 
 
2.3.2 Recolección y procesamiento de muestras 
 
Las bacterias fueron aisladas a partir de muestras ambientales procedentes de diferentes 
zonas influenciadas por la actividad de extracción, beneficio y almacenamiento de carbón 
dentro de la mina “El Cerrejón”, en una zona de vida de bosque seco tropical con 
temperaturas del suelo entre los 27 y 30 ºC. Se colectaron 6 muestras: M1, carbón de 
bajo rango; M2 muestra colectada a 20 cm de profundidad en el horizonte A de un suelo 
Fluventic haplustoll, bajo un relicto de bosque nativo conservado, adyacente al frente de 
extracción de carbón; M3 sedimento carbonoso procedentes del lavado del carbón; M4 
rizósfera de Typha domingensis, una gramínea que prolifera en áreas de acumulación de 
los sedimentos carbonosos procedentes del lavado del carbón; M5 rizósfera de Pasto 
Buffel (Cenchrus ciliaris), que coloniza un sustrato compuesto por restos del material 
rocoso triturado que se genera en el proceso de excavación, en mezcla con partículas de 
carbón que se fugan de un patio de almacenamiento de carbón adyacente; M6 agua 
residual procedente del lavado de carbón. Con el uso de plas de jardinería estérilizdas se 
colectaron muestras integradas por 3 submuestras de 500 g para el caso de carbón, 
suelo, sedimentos, material rocoso y rizósfera y 500 ml para el caso dela muestra de 
agua residual;las muestras se almacenaron en blsas plásticas de cierre hermético y se 
mantuvieron en refrigeración a 4 °C hasta su procesamiento en laboratorio. 
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2.3.3 Aislamiento de bacterias con actividad biotransformadora 
de CBR 
 
Para el aislamiento de las bacterias, las muestras fueron procesadas mediante dos 
técnicas diferentes, siembra de partículas en superficie sin enriquecimiento (SSSE) y 
siembra en superficie con enriquecimiento previo (SSCE). En la SSSE, a partir de 10g de 
cada muestra en 90 ml de solución salina (NaCl 0,85%), se inocularon 100 µl de las 
diferentes soluciones sobre agar nutritivo (Oxoid), suplementado con CBR  al 5% (ANC5) 
en partículas menores a 300 µm y se incubaron a 37 ºC hasta conseguir el crecimiento 
del mayor número posible de colonias diferentes. 
  
Para la SSCE, a partir de 10g de cada muestra en 90 ml de solución salina, se inocularon 
100 µL en dos medios de enriquecimiento. El medio uno caldo mínimo de sales con CBR 
a 5% (CMSC5; sales mg.L-1): NH4NO3 2,5, KH2PO4 1,75, MgSO4 0,75, K2HPO4 0,75, 
NaCl 0,25, ZnSO4 0,088, FeCl3 0,08, CuSO4 0,016, MnCl2 0,014, MoO3 0,007, Co(NO3)2 
0,005, CBR (300 µm) 5 g.L-1). El medio dos fue caldo nutritivo con CBR al 5% (CN5). Los 
cultivos de enriquecimiento se mantuvieron en agitación a 350 rpm por 8 días a 30 ºC; 
posteriormente se realizaron diluciones seriadas y se sembraron sobre dos medios de 
cultivo, en ANC5 se sembraron las muestras del enriquecimiento en CN5 y en el medio 
AMSC5 las muestras del enriquecimiento en CMSC5, se incubaron a 37ºC hasta 
conseguir el crecimiento del mayor número posible de colonias con morfologías 
diferentes.  Los aislamientos bacterianos purificados fueron conservados mediante cultivo 
en medio AMSC5 a 4 °C, para utilizarlos en los ensayos posteriores.  
 
 
2.3.4  Prueba de solubilización de CBR en medio sólido 
 
Sobre cultivos bacterianos masivos de 24 horas en cajas de petri con agar nutritivo, se 
colocaron 4 partículas de CBR de 2,36 mm tratadas previamente con HNO3 y  en otro 
cultivo se colocaron 4 partículas del mismo tamaño sin este tratamiento, se incubaron por 
48 horas a 30 °C y se determinó la solubilización midiendo el diámetro de un  halo de 
color café oscuro formado alrededor de la partícula de carbón. 
 
 
2.3.5 Solubilización de carbón en medio líquido 
 
Se tomaron cultivos bacterianos de 24 horas en caldo nutritivo y se agregaron 10% (p/v) 
de partículas de CBR con tamaño menor a 300 µm, tratado y sin tratar con HNO3. Los 
cultivos fueron incubados en agitación por 7 días a 25 ºC, se centrifugaron a 3200 rpm 
por 10 min a 25°C y se midió la absorbancia del sobrenadante a 465 nm para determinar 
la presencia de SH producidas por la solubilización del CBR (Oboiren et al., 2008). Se 
midió el pH inicial y final del medio de cultivo. La pérdida de peso del CBR, se determinó 
lavando por triplicado el CBR residual en agua destilada y secándolo a 105 ºC hasta 
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obtener peso constante. La concentración de las sustancias solubles con absorbancia a 
465 nm, producidas a partir del CBR, se determinó mediante interpolación en una curva 
elaborada con la absorbancia de soluciones de concentración conocida (entre 0,05 y 10 
mgSH.ml-1 de las SH obtenidas en un ensayo previo; para esto, se realizó la extracción 
de SH del CBR  por el método clásico de extracción con NaOH 0,5M de acuerdo al 
protocolo descrito por Sharif (2002) y se prepararon las diluciones en solución de NaOH 
0,1M. 
 
 
2.4 Resultados 
 
2.4.1  Aislamiento de bacterias con actividad biotransformadora 
de CBR 
 
A partir del aislamiento primario se obtuvieron 75 morfotipos que crecieron en medio 
ANC5, siendo la mejor técnica de aislamiento la siembra en superficie sin 
enriquecimiento previo (Figura 2-1). De los 75 morfotipos, aislados por la diferentes 
técnicas, 32 presentaron crecimiento en agar mínimo de sales con CBR al 5% (AMSC5) 
como única fuente de carbono. Al comparar el número de aislamientos con su capacidad 
de solubilizar en medio líquido se encuentra que la mayor cantidad de morfotipos con 
capacidad solubilizadora fueron aislados de las rizósferas de C. ciliaris y T. dominguensis 
(Tabla 2-1), y la muestra con mayor número de bacterias solubilizadoras con respecto al 
número total aislado se presentó en la muestra de carbón (Tabla 2-1). 
 
 
 
 
 
Figura 2-1. Comparación de la cantidad de morfotipos aislados en relación al tipo de 
muestra y la técnica empleada. Para la técnica de enriquecimiento se consideran los 
morfotipos obtenidos en los dos medios de cultivo utilizados. 
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Tabla 2-1. Morfotipos aislados por muestra en relación a morfotipos solubilizadores. 
Tipo de muestra 
Morfotipos 
aislados 
(MA) 
Morfotipos 
solubilizadores 
de CBR 
(MS - CBR) 
% de MS- CBR 
con respecto al 
total de MA 
CBR 8 4 50 
Suelo bajo bosque nativo 
conservado 
12 1 8 
Rizósfera  C. ciliaris  15 6 40 
Sedimento carbonoso 11 4 36 
Rizósfera  T. domingensis  18 7 39 
Agua residual  11 3 27 
Total  75 25  
 
 
2.4.2 Solubilización de CBR sobre medio sólido 
 
 
En la prueba cualitativa, de los 32 aislamientos evaluados 25 generaron halo de color 
café a marrón con CBR pretratado con HNO3 y ninguno generó este halo para el CBR sin 
pretratamiento con HNO3 (Figura 2-2a). En el tratamiento de las muestras de CBR con 
HNO3 se observa solubilización mediante un halo de color café que rodea la muestra de 
carbón (Figura 2-2b). El diámetro del halo de solubilización presentado por los diferentes 
aislamientos alcanzó valores entre 6 y 26 mm a las 48 horas, cinco aislamientos fueron 
los que mejor solubilizaron el CBR, BSC5 y BSC25 procedentes de la rizósfera de T. 
domingensis, BSC14 de la rizósfera C. ciliaris, y BSC7 y BSC13 de lodo carbonoso 
(Tabla 2-2). 
 
 
 
 
 
Figura 2-2. Efecto del pretratamiento oxidativo sobre  la solubilización bacteriana  de dos 
tipos de carbón. a. CBR no tratado con HNO3  b. CBR tratado con HNO3 
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Tabla 2-2. Solubilización de partículas de CBR previamente tratado con HNO3 en medio 
sólido a las 48 horas de contacto con el cultivo bacteriano, y producción de SH en medio 
líquido en relación a cambios en el pH del medio utilizando partículas de CBR (<300µm) 
con y sin pretratamiento ácido. pH inicial del medio de cultivo -HNO3: 6,04. pH inicial del 
medio de cultivo +HNO3
 :5,24. pH inicial del medio de cultivo sin CBR (control): 7,02.  
 
Morfotipo Diámetro del halo 
de solubilización de 
CBR (mm) en medio 
sólido 
SH (mg.ml
-1
)en el 
medio de cultivo 
líquido 
pH final del medio 
de cultivo líquido 
después de 7 días 
Nº Procedencia 
-HNO3 +HNO3 -HNO3 +HNO3 
BSC 2 Agua residual 11 0,46 0,31 6,11 4,60 
BSC 4 13 0,93 0,24 5,75 4,08 
BSC 12 8 3,29 0,01 7,74 4,38 
BSC 3 CBR 15 0,67 0,04 5,96 4,35 
BSC 6 6 3,84 0,72 5,75 4,37 
BSC 8 8 1,37 0,06 4,14 5,81 
BSC 10 17 0,78 0 6,09 3,93 
BSC 14 Rizósfera  C. 
ciliaris 
25 1,76 0,45 5,65 4,40 
BSC 15 18 0,15 0,21 5,98 4,53 
BSC 16 13 19,10 0,90 7,14 4,35 
BSC 19 16 0,03 0,37 6,04 4,52 
BSC 20 15 1,56 0,33 5,94 4,80 
BSC 24 15 0,56 294 5,91 7,04 
BSC 5 Rizósfera  T. 
domingensis 
22 0,35 190 5,86 7,41 
BSC 11 8 0,03 0,15 6,20 4,65 
BSC 18 18 5,59 0,09 6,18 4,36 
BSC 21 14 5,15 0,91 5,86 4,87 
BSC 22 10 1,90 0,13 6,16 4,75 
BSC 25 26 0,02 0,53 4,39 5,72 
BSC1 13 0,32 0,07 4,40 5,85 
BSC 7 Sedimento 
carbonoso 
21 8,46 0 7,25 4,16 
BSC 9 14 1,60 0 5,63 4,61 
BSC 13 21 37,8 1,66 8,05 4,23 
BSC 17 19 2,29 2,24 6,15 4,76 
BSC 23 Suelo bajo bosque 
nativo conservado 
14 1,97 0,64 6,07 4,63 
Control  (medio con CBR) 
 
0,05 0,08 5,32 4,07 
Control  (medio sin  CBR)  0 0 7,01  
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2.4.3 Solubilización de CBR en medio líquido 
 
De los 25 aislamientos evaluados 22 presentaron una concentración mayor de SH en el 
medio con respecto al control utilizando el carbón sin tratamiento ácido, y 18 aislamientos 
utilizando el carbón tratado con HNO3. Se obtuvieron los mayores valores de producción 
de SH utilizando el CBR tratado con ácido, y la mayor actividad para dos aislamientos 
bacterianos procedentes de rizósfera, estos fueron BSC24 aislada de C. ciliaris con 
producción de SH de 294 mg.mL-1 y BSC 5 aislada de T. dominguensis con producción 
de SH de 190 mg.mL-1 (Tabla 2-2); sin embargo, el 76% de los aislamientos producen 
más SH con el CBR sin tratar, los valores mayores son de 37,8 mg.mL-1 para BSC13 
aislada de sedimento carbonoso y 19,1 mg. mL-1 para BSC 16 aislada de rizósfera de C. 
ciliaris (Tabla 2-2). Tanto para la prueba con carbón tratado como sin tratamiento ácido, 
los valores más altos de SH se presentan en los medios con pH finales superiores a 7 
(Tabla 2-2). Utilizando CBR sin tratamiento ácido se observa la producción de SH con 
disminución de pH en el medio por parte de las cepas BSC1 aislada de rizósfera T. 
dominguensis y BSC8 aislada de CBR con valores de 0,32 y 1,37 mg de SH. mL-1 (Tabla 
2-2). 
 
 
2.5 Discusión 
 
Los resultados muestran que por el método de siembra directa sin enriquecimiento previo 
se encontró el mayor número de aislamientos con capacidad de biotransfomar CBR. Se 
ha referenciado que las diferencias en el desarrollo de los microorganismos está basado 
en aspectos nutricionales o en inhibición (Tabacchioni et al., 2000; Mohamed et al., 
2005); probablemente la siembra directa es más efectiva, porque previene la selección 
de poblaciones bacterianas que pueden desarrollarse y competir por nutrientes, 
inhibiendo el crecimiento de otras poblaciones en medio líquido. 
 
En medio sólido se observa una mejor evidencia de solubilización de CBR. Bumpus, et al 
(1998), observaron el mismo fenómeno, lo explican por el hecho de que la difusión de los 
metabolitos celulares en medio sólido puede ocurrir relativamente lento, aumentando su 
concentración localmente; en ese sentido varios experimentos en hongos también han 
demostrado que la diferencia en la concentración de nutrientes (Bumpus et al., 1998) o 
iones como NO3
- y Mn2+ (Hofrichter y Fritsche., 1997) influyen en la producción de 
enzimas solubilizadoras de carbón, también se ha visto que la condiciones nutricionales 
pueden promover la producción de iones oxalato y metales queladores que son 
conocidos por su efecto solubilizador de carbón (Bumpus et al., 1998), esta evidencia 
apoya el hecho de comenzar la selección en medio sólido para estimar las cualidades de 
las bacterias. 
 
Se ha reportado que existen bacterias que pueden crecer utilizando carbón como única 
fuente de carbono (Hofrichter y Fakoussa., 2001), teniendo en cuenta que las 
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características y composición del sustrato sobre el que se desarrollan las poblaciones 
bacterianas influyen sobre la actividad de los microorganismos que lo habitan. Por lo 
tanto, se puede suponer que es mayor la probabilidad de aislar bacterias con capacidad 
biotransformadora de CBR a partir de este mismo material, encontrando mayor 
proporción de bacterias solubilizadoras de carbón (50%) con respecto al total de 
morfotipos aislados del CBR (Tabla 2-1); sin embargo, los resultados también muestran 
que la mayor cantidad de cepas solubilizadoras de carbón proceden de la rizosfera de 
plantas que crecen en ambientes con partículas de carbón (Tabla 2-3). De los 
aislamientos procedentes de rizósfera, dos presentan los mayores valores en la 
producción de SH en medio líquido (Figura 2-3), BSC24 (Bacillus mycoides) aislada de C. 
ciliaris y BSC5 (Enterobacter aerógenes) aislada de T. dominguensis, estos resultados 
concuerdan con reportes que muestran la presencia de mayor actividad enzimática y 
actividad microbiana en terrenos con vegetación comparados con terrenos sin 
vegetación, en áreas rehabilitadas post minería con abundante presencia de residuos de 
carbón (Tscherko et al., 2004; Baldrian et al., 2008). 
 
 
 
Figura 2-3. Coloración marrón oscura en el medio CN5 del morfotipo BSC5, como 
evidencia de solubilización del CBR. Izquierda: cultivo bacteriano más CBR, derecha: 
medio de cultivo (sin inóculo bacteriano) con CBR. 
 
En suelos rehabilitados en minas clausuradas, el contenido de nutrientes y biomasa 
microbiana está relacionada con el desarrollo de la vegetación (Frouz et al., 2008), cuya 
colonización gradual aumentan la heterogeneidad y actividad de las poblaciones 
microbianas (Ettema y Wardle., 2002). Se ha descrito que la solubilización microbiana del 
carbón a menudo requiere de fuentes de carbono y nitrógeno suplementarias (Hofrichter 
y Fritsche., 1997; Waschkies y Hüttl., 1999), también está documentado que en 
ambientes limitantes se potencializan las interacciones positivas entre plantas y 
microorganismos de la rizósfera (Frouz y Novakova., 2005); quizá las plantas se 
beneficien mediante los efectos estimuladores del crecimiento vegetal que se han 
asociado a las SH, fenómeno que ha sido descrito previamente (Pasqualoto et al., 2002). 
Lo anterior permite sugerir que en los sustratos enriquecidos con partículas de carbón, 
como el sedimento carbonoso, las raíces de las plantas aportan exudados que estimulan 
la capacidad de los microorganismos rizosféricos para utilizar el carbón del medio y 
liberar SH.  
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Tabla 2-3. Resumen de la solubilización de CBR en medio líquido y sólido por 25 
aislamientos bacterianos. Solubilización de CBR en sólido: X (diámetro del halo entre 1-
10 mm) XX (diámetro del halo entre 11-19 mm), XXX (solubilización≥20 mm).  
Solubilización de CBR en líquido: X: producción de SH entre 1 y 10 mg.mL-1,  XX: 
producción de SH entre 10 y100 mg. mL-1,  XXX: producción de SH ≥100 mg. mL-1. 
 
Tipo de muestra Aislamiento 
Solubilización de CBR  
En sólido En líquido 
+HNO3 -HNO3 +HNO3 
CBR 
BSC 3 XX     
BSC 6 X X   
BSC 8 X X   
BSC 10 XX     
Sedimento carbonoso 
BSC 7 XXX X   
BSC 9 XX X   
BSC 13 XXX XX X 
BSC 17 XX X X 
Agua residual 
BSC 2 XX     
BSC 4 XX     
BSC 12 X X   
Rizósfera  T. domingensis 
BSC1 XX     
BSC 5 XXX   XXX 
BSC 11 X     
BSC 18 XX X   
BSC 21 XX X   
BSC 22 XX X   
BSC 25 XXX     
Rizosfera  C. ciliaris 
BSC 14 XXX X   
BSC 15 XX     
BSC 16 XX XX   
BSC 19 XX     
BSC 20 XX X   
BSC 24 XX   XXX 
Suelo bajo bosque nativo conservado  BSC 23 XX X   
 
 
Comparando la respuesta de los aislamientos en las pruebas de solubilización de CBR, 
los aislamientos con mejores resultados son BSC13 y BSC7 (Tabla 2-3), estos 
aislamientos proceden de sedimento carbonoso y aumentan el pH del medio, BSC13 
alcaliniza el medio hasta un pH de 8,05 (Tabla 2-2). Aunque el sedimento carbonoso fue 
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uno de los sustratos que aportó menor número de aislamientos, las bacterias aisladas de 
este ambiente, colonizado por T. dominguensis tienen mayor capacidad de solubilización, 
quizá como consecuencia de un factor de selección que induce una respuesta adaptativa 
para utilizar metabólicamente los residuos de CBR abundantes en el medio.  
 
En cuanto al posible mecanismo de solubilización de los aislamientos hay evidencia de 
una relación entre la alcalinización del medio y la cantidad de SH producidas.La 
solubilización alcalina de CBR fue el primer mecanismo  descrito de biotransformación 
microbiana de carbón (Quigley et al., 1988), este hecho es atribuido a un alto contenido 
de grupos carboxílicos en los ácidos húmicos del carbón los cuales pueden ser 
deprotonados a pH superiores cercanos a ocho (Hofrichter y Fakoussa., 2001). En 
cultivos de Penicillium decumbens se observó que el aumento de pH se relaciona con el 
aumento en la solubilización de CBR tipo lignito, relacionado con la producción de 
sustancias alcalinas por el hongo (Yuan et al., 2006). 
 
Aunque en las bacterias con mayor capacidad de solubilización de CBR el mecanismo 
parece estar relacionado con la producción de sustancias alcalinas, en varios 
aislamientos  se observó la solubilización de CBR con disminución de pH; al respecto se 
ha reportado que existen otros mecanismos de biotransformación del carbón mediados 
por enzimas que se producen a pH menores de seis o a la producción de surfactantes 
(Hofrichter y Fakoussa., 2001). Sin embargo, el hecho de observar producción de SH con 
aumento y disminución de pH en el medio, muestra la expresión  de diversos 
mecanismos para solubilizar CBR por la comunidad microbiana, en ambientes con alto 
contenido de residuos de carbón. 
 
En otros casos se observó que la concentración de las SH disueltas  en el medio de 
cultivo disminuyó frente al control, con y sin aumento de pH, este fenómeno puede ser 
debido a la depolimerización de las SH que fueron liberadas del CBR. Al respecto, Ralph 
y Catcheside (1997), mostraron que en ciertas condiciones una vez el carbón es 
solubilizado por microrganismos, ocurre depolimerización de SH para simplificar la 
estructura y posibilitar su asimilación.  
 
Las bacterias aisladas en este estudio tienen la capacidad de solubilizar el CBR en medio 
líquido con y sin un tratamiento oxidativo previo con HNO3, este agente oxidante facilita 
la solubilización debido a la disminución de las relaciones C/H y C/O, que promueven un 
cambio en la conformación de las SH del carbón, formando unidades más pequeñas que 
facilitan los procesos de solubilización (Vlckova et al., 2009); sin embargo, el hecho de 
que algunos aislamientos expresen mayor capacidad de solubilizar CBR en medio líquido 
sin oxidación previa con HNO3 es un buen marcador de selección de aislamientos 
eficientes (Tabla 2-3).  
 
Los resultados obtenidos muestran que los microorganismos seleccionados se han 
adaptado y sus poblaciones han proliferado en los ambientes donde el carbón está 
presente en alta cantidad, también que existe relación entre el sustrato evaluado y la 
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detección de bacterias con capacidad de solubilizar CBR; de acuerdo a lo anterior se 
observa que a partir de la muestra de suelo obtenida bajo bosque nativo conservado solo 
se obtuvo un aislamiento con capacidad biosolubilizadora de CBR pero con baja 
actividad. Estos resultados sugieren que el microhábitat del cual se aíslan los 
microorganismos tiene impacto sobre la capacidad y mecanismos de solubilización de 
CBR. Finalmente el hecho de encontrar en ambientes como la rizósfera poblaciones 
bacterianas que solubilizan CBR con producción de SH in vitro, permite suponer la 
ocurrencia de este fenómeno también en el suelo, lo que puede favorecer su 
rehabilitación y el desarrollo de la vegetación en áreas post-minería debido a los efectos 
benéficos de las SH en el suelo.  
 
 
2.6 Conclusiones 
 
En microhábitats  con presencia de residuos de carbón procedentes de la actividad de 
extracción y beneficio de carbón, se encuentran poblciones bacterianas con capacidad 
para biotransformar CBR mediante su solubilización  produciendo SH. 
 
El tipo de microhábitat influenciado por la presencia de residuos de la minería de 
carbónesta relacionado con la presencia de bacterias biotransformadoras de CBR. 
Adicionalmente, el desarrollo de vegetación sobre sustratos con alta cantidad de residuos 
carbonosos favorece la presencia y actividad de bacterias solubilizadoras de CBR  con 
mayor capacidad para  producir SH. 
 
El pretratamiento del CBR con HNO3 en algunos casos favorece la magnitud de la 
solubilización bacteriana del CBR, pero se encontraron aislamientos con mayor  
capacidad de solubilizar CBR en medio líquido sin pretratamiento ácido previo, lo cual es 
un buen factor de selección de aislamientos eficiente. 
 
La magnitud de la solubilización bacteriana del CBR  en condiciones in vitro  está 
relacionada con cambios de pH en el medio.  
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3. Producción de sustancias húmicas por 
bacterias solubilizadoras de carbón BSC 
 
 
3.1 Resumen 
 
Se evaluó la producción de sustancias húmicas (SH) a partir de la solubilización de 
carbón de bajo rango (CBR) por 19 aislamientos bacterianos aisladas previamente en 
microambientes con alto contenido de residuos carbonosos. Mediante un ensayo in vitro, 
en medio líquido, se cuantificó el CBR  biotransformado y las  SH producidas. Se 
encontró biotransformación de CBR entre el 25 y 37%, acompañada de producción de 
SH entre 127 y 3100 mg.L-1. Se realizó la tipificación molecular de  los aislamientos con 
mayor rendimiento en la producción de SH y se encontró que corresponden a Bacillus 
mycoides, Microbacterium sp, Acinetobacter sp y Enterobacter aerogenes. Los resultados 
sugieren la aplicación de estas bacterias para aprovechar CBR residuales de minería de 
carbón, mediante  la liberación de SH con el fin de mejorar el contenido de materia 
orgánica humificada en el suelo.  
 
Palabras clave: Carbón de bajo rango, ácidos húmicos, Microbacterium, Bacillus 
mycoides, Acinetobacter baumannii, Enterobacter aerogenes 
 
 
3.2 Introducción 
 
En la actualidad las SH son comúnmente aplicadas como enmiendas orgánicas en  
suelos agrícolas, como agentes fitoestimuladores y coadyuvantes para el manejo de 
suelos degradados con bajo contenido de materia orgánica. Los carbones de bajo rango 
evolutivo (CBR), como la turba, leonardita y lignitos, no son explotados comercialmente 
debido a su bajo poder energético, pero son considerados una fuente rica en SH, cuya 
obtención se lleva a cabo mediante el método clásico de extracción con soluciones 
alcalinas (Senesi et al., 2007; Chassapis y Roulia., 2008). Sin embargo, recientemente ha 
tomado interés la solubilización del carbón por microorganismos ligninolíticos del suelo, 
como alternativa para obtener SH. Se ha estudiado con mayor detalle la solubilización del 
carbón por hongos basidiomicetes implicados en la pudrición de la madera, Trametes 
versicolor (Ralph y Catcheside,1996), Nematoloma frowardii (Hofrichter y Fritsche., 1997) 
y Phanerochaete chrysosporium (Ralph y Catcheside.,1997) y hongos saprófitos del 
suelo como Trichoderma atroviridae (Holker y Hofer., 2002; Oboirien et al., 2008) y 
Penicillium decumbens (Yin et al., 2009).  
 
A pesar de los avances en los conocimientos sobre la transformación  microbiana del 
carbón, aún no ha sido posible el desarrollo de procesos biotecnológicos eficientes y 
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económicamente viables para la producción de SH mediante la solubilización del CBR 
por hongos, la principal razón es la dificultad para su manejo en biorreactores y la 
pérdida de estabilidad del proceso, debido a una compleja regulación de los mecanismos 
de solubilización. Por otra parte, el principal mecanismo de solubilización del carbón por 
hongos es la producción de enzimas ligninolíticas (Willmann y Fakoussa.,1997; Gokcay 
et al., 2001; Grihunt et al., 2011); pero frecuentemente se observa que tras la 
solubilización del carbón ocurre la depolimerización de las SH liberadas (Hofrichter y 
Fritsche., 1997), este fenómeno ha sido asociado a la actividad de las enzimas lacasas 
(Ralp y Catcheside., 1998; Fakoussa y Hofrichter., 1999; Zaavarzinda et al., 2004),  
lignino-peroxidasas (Ralph y Catcheside., 1998b) y manganeso peroxidasa (Hofrichter., 
2002). De acuerdo a lo anterior, la depolimerización de las SH conlleva a  la pérdida de 
su conformación supramolecular (Grinhunt et al., 2007) y en consecuencia puede reducir 
su efecto sobre las propiedades del suelo y la bioactividad sobre las plantas, dado que 
estos efectos están fuertemente relacionados con la supraestructura (Spaccini y Piccolo., 
2009). 
 
Frente a los inconvenientes de la solubilización de carbón mediada por hongos, se 
encuentra la solubilización del carbón por bacterias, proceso que ocurre a través de 
mecanismos no enzimáticos como la producción de agentes surfactantes, agentes 
quelantes y sustancias alcalinas (Hofrichter y Fakoussa., 2004), entonces esta puede ser 
una alternativa para evitar la depolimerización de las SH producidas. Se ha estudiado la 
solubilización bacteriana del carbón por Escherichia freundii, Pseudomonas rathonis, 
Pseudomonas fluorescens, Streptomyces setoni (Laborda et al., 1997); Pseudomonas 
putida (Machnikowska et al., 2002); Rhodococcus spp (Füchtenbusch y Steinbüchel., 
1999); Bacillus, Rhodococcus y Staphylococcus (Pokorný et al., 2005), y los 
actinomicetes Streptomyces setonii (Willmann y Fakoussa., 1997) y Streptomyces 
viridosporous (Strandberg y Lewis., 1987); recientemente se ha descrito el papel de los 
actinomicetes con  actividad ligninolítica en la regulación de la polimerización de las SH 
en el suelo (Badis et al., 2009) 
 
El objetivo de este trabajo fue evaluar la producción de SH mediante la actividad de 
bacterias nativas  con capacidad para solubilizar CBR proveniente de la extracción de 
carbón en la mina “El Cerrejón” (La Guajira -Colombia),. Lo anterior, con el  propósito de 
seleccionar cepas bacterianas con alta actividad solubilizadora de CBR asociada a la 
producción de SH, para avanzar en el desarrollo de una estrategia para el 
aprovechamiento o disposición final del CBR directamente en el suelo, mediante la  
bioaumentación con bacterias solubilizadoras de carbón (BSC), para aportar materia 
orgánica humificada en procesos de rehabilitación de tierras post-minería, o suelos 
degradados por pérdida de materia orgánica.    
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3.3 Materiales y métodos 
 
 
3.3.1  Microorganismos  
 
Se tomaron 19 aislamientos bacterianos previamente aislados de suelo mezclado con 
residuos de carbón, sedimentos carbonosos procedentes del lavado de carbón, y 
rizosfera de Cenchrus ciliaris y Typha domingensis, dos gramíneas que crecen sobre 
suelos y sedimentos con alto contenido de partículas de carbón, en áreas  influenciadas 
por la extracción de carbón a cielo abierto en la mina “El Cerrejón” (La Guajira – 
Colombia) (capítulo 2). Estas cepas fueron  seleccionadas por su capacidad para crecer 
en un medio  de cultivo (AMSC5) con CBR en polvo al 5% como única fuente de carbono, 
con la siguiente composición (mg. l-1): NH4NO3 2,50, KH2PO4 1,75, MgSO4 0,75, K2HPO4 
0,75, NaCl 0,25, ZnSO4 0,088, FeCl3 0,08, CuSO4 0,016, MnCl2 0,014, MoO3 0,007, 
Co(NO3)2 0,005; agar noble 15g.l
-1, CBR en polvo 5%(p/v) (Valero et al., 2012). 
 
 
3.3.2 Caracterización del CBR y obtención de SH por el método 
clásico  
 
Se trabajó con un CBR seleccionado y utilizado previamente para el aislamiento de 
bacterias solubilizadoras de carbón (BSC) (capítulo 2), se tamizó para obtener partículas 
menores a 300 µm. Se determinaron las características diagnósticas que definen a los 
CBR: humedad total, contenido de cenizas, poder calorífico, contenido de sustancias 
volátiles, porcentaje de carbón fijado, azufre y minerales presentes en las cenizas (Fe2O3, 
CaO, MnO2, MgO, SrO, K2O, BaO), según las normas AMTS (American Society for 
Testing and Materials).  
 
Las SH del CBR  se obtuvieron por el método clásico de extracción con NaOH 0,5M y se 
procedió a separar las fracciones de ácidos húmicos (AH) y ácidos fúlvicos (AF) de 
acuerdo al protocolo descrito por Sharif (2002); se determinó el porcentaje de carbono en 
el extracto húmico total (EHT) y en las fracciones de AH y AF siguiendo la metodología 
descrita por la International Humic Substances Society (IHSS., 2007).  
 
3.3.3 Ensayo de solubilización de CBR en matriz sólida 
 
Cada aislamiento se cultivó masivamente sobre placas de agar nutritivo (Oxoid CM003 - 
2010) y se incubaron 48 horas a 37°C; posteriormente sobre la superficie del cultivo se 
colocaron partículas de CBR estéril de 2,36 a 4,25mm de diámetro y se incubaron por 8 
días a 30°C. La solubilización de CBR se registró por la presencia de un halo de color 
marrón alrededor de la partícula, fenómeno que indica la difusión de SH desde la matriz 
del CBR hacia el medio (Steinbüchel., 2001).  
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3.3.4 Ensayo de  solubilización de CBR  en medio sumergido 
 
A partir de cultivos bacterianos en AMSC5, se preparó un inóculo de concentración 0,5 
en la escala de Mc Farland y se inoculó en frascos con 100 ml de caldo nutritivo 
suplementado con SH al 0,001%, como inductor de la actividad solubilizadora de carbón 
(Yuan et al., 2006). Los cultivos se incubaron a 37°C por 48 horas y posteriormente a 
cada tubo se le adicionó 1g de CBR en polvo, previamente esterilizado en autoclave, y se 
incubó nuevamente a 30 ± 2°C en agitación orbital a 420 rpm. A los 7 días se determinó 
el pH en cada cultivo y se centrifugó a 3200 rpm durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. El sobrenadante de color marrón se filtró en papel whatman de 2,5µm de 
diámetro de poro, y al filtrado se le realizó lectura de la absorbancia a 465nm en un 
espectrofotómetro Génesis 20- 4001-4 para estimar la cantidad de SH presentes en el 
medio, utilizando los valores de abosorbancia de soluciones con concentración conocida 
de SH  (Yuan et al., 2006). El CBR remanente en cada cultivo fue sometido a tres ciclos 
de centrifugado (7000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente) y lavado con agua, 
se secó a 100°C hasta peso constante y se pesó para determinar el porcentaje de CBR 
transformado. El experimento se realizó por triplicado bajo un diseño completamente al 
azar, utilizando cada cepa bacteriana como un tratamiento;como  control se tomó el 
medio de cultivo con adición de CBR pero sin inóculo microbiano, como blanco se tomó 
el medio de cultivo sin adición de CBR ni inóculo. 
 
Para determinar la concentración de SH liberadas del CBR al medio, se construyó una 
curva de absorbancia con 10 concentraciones (por triplicado) entre 0,1 y 1,6 mg.ml-1 de 
SH obtenidas previamente a partir del CBR, por el metodo clásico de extracción alcalina; 
con la ecuación de la curva  se realizó un análisis de regresión lineal utilizando los 
valores de absorbancia medidos en los filtrados extracelulares obtenidos. Los datos de 
porcentaje de CBR transformado, concentración de SH en el medio y pH fueron 
sometidos a un análisis de varianza de una vía y comparación de medias por el método 
de Dunnet, utilizando el programa SPSS versión 18.   
 
 
3.3.5  Tipificación molecular de cepas eficientes 
 
Con base en la metodología utilizada por Corpogen (Corpogen, 2011) se extrajo ADN de 
los aislamientos bacterianos con mayor rendimiento en la producción de SH, se amplificó 
por PCR una región de 1465 pb del gen ribosomal 16s, utilizando los iniciadores 
27F,1492R, 518F y 800R,; los productos de la reacción fueron secuenciados y 
ensamblados en una secuencia consenso problema, cuya comparación con bases de 
datos de referencia del Centro Nacional de Biotecnología de los Estados Unidos (NCBI) 
generó la clasificación taxonómica mediante la elaboración de un árbol filogenético del 
grupo de  25 secuencias con mayor similitud a la  secuencia consenso. 
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3.4 Resultados 
 
 
3.4.1 Caracterización del  CBR 
 
El CBR utilizado presentó humedad del 28.44%,  cenizas 11,12%, sustancias volátiles 
47,79%, poder calorífico de 4781 Kcal.Kg-1,  carbono fijado 41,09% y S 0,13%. Estos 
resultados confirman las características de un CBR tipo lignito por su alto contenido de 
humedad y de materiales volátiles, y poder calorífico menor a 6390 Kcal/kg-1. Los 
minerales en cenizas  presentan  valores de Fe2O3 4,24 %, CaO 69,3, MnO2 0,14%, MgO 
9,37% SrO 0,89% K2O 0,05% BaO 0,08%. La extracción de SH a partir del CBR con 
NaOH 0,5M alcanzó un rendimiento del 44,68±7,27%. El contenido de carbono del 
extracto húmico total  (CEHT), carbono de ácidos húmicos (CAH) y carbono de ácidos 
fúlvicos (CAF) fue de 32,91%,  24,31% y 8,6%, respectivamente.  
 
 
3.4.2 Solubilización de CBR en medio sólido y líquido 
 
Cuatro de los 19 aislamientos evaluados (BSC34, BSC10, BSC3 y BSC13), desarrollaron 
un halo de coloración marrón alrededor de la partícula de CBR (Figura 3-1a), con 
diámetros promedio de 40, 38, 15 y 12 mm, respectivamente. Los aislamientos restantes 
no  presentaron evidencia de solubilización de CBR en medio sólido.  
 
 
   a)                       b) 
Figura 3-1. Solubilización de CBR por bacterias: a) Solubilización de partículas de CBR 
por actividad bacteriana  en medio de cultivo sólido, actividad de la cepa BSC34 
(izquierda), Control (derecha). b) Evidencia de solubilización mediante la producción de 
sustancias solubles de color marrón. Izquierda: BSC25, derecha: Control (medio de 
cultivo + CBR en polvo). 
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a)  
b)  
Figura 3-2. Solubilización de CBR por actividad bacteriana en medio sumergido. a) 
producción de SH, b) porcentaje de CBR transformado. n=3. Tratamientos con letras 
diferentes presentan diferencia significativa (Dunnet, α=0,05)  
 
 
Por el contrario, en medio líquido todos los cultivos bacterianos con adición de CBR 
desarrollaron una coloración marrón característica de las SH (Yuan et al., 2006) (figura 3-
1b), relacionada con el aumento de la absorbancia a 465 nm. La concentración de SH 
alcanzó valores entre 127 y 3100 mg.l-1 (figura 3-2a). El registro de absorbancia a 465 nm  
en el tratamiento control indica la liberación espontánea de pequeñas cantidades de SH 
desde el CBR al contacto con el medio de cultivo. La comparación de promedios por el 
método de Dunnet permitió agrupar la actividad de las BSC en cinco grupos (figura 3-2a), 
se encontró diferencia significativa (p <0,05) entre todos los tratamientos con respecto al 
tratamiento control, excepto para los aislamientos que conforman el grupo (a); los 
aislamientos BSC3, BSC13 y BSC25  que conforman el grupo (d) presentaron la mayor 
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actividad, con  producción de SH  entre 2000 y 3100mg.l-1. El porcentaje de pérdida de 
peso del CBR por actividad bacteriana  presentó valores  que varían entre el 25 y el 38% 
(figura 3-2b).  En el tratamiento control hubo una pérdida de peso del CBR del 6,7% que 
puede estar relacionada con la liberación espontánea de SH al medio registrada en el 
mismo tratamiento. 
 
La adición del CBR acidifica el medio de cultivo hasta un valor de pH cercano a 5 como 
se observa en la figura 3; pero en todos los cultivos bacterianos se revierte este cambio 
de pH y se alcanzan valores entre 7,1 y 8,4. También se observa que los 
aislamientosque mostraron mayor producción de SH, por ejemplo BSC3, BSC10 y 
BSC25, también  presentaron valores  superiores de pH (8 – 8.5).  
 
 
 
              
 
 
Figura 3-3. Relación entre el pH final de los medios de cultivo y la producción de SH por 
BSC. Tratamientos con letras iguales corresponden al mismo grupo según el  pH. n=3. 
Tratamientos con letras diferentes presentan diferencia significativa (Dunnet, α=0,05)  
 
 
3.4.3 Tipificación molecular de cepas con mayor actividad 
 
 En la tabla 3-1 se presentan los resultados de la tipificación de los aislamientos BSC 25, 
BSC3, BSC13 y BSC10, que presentaron los mayores valores en la producción de SH en 
medio líquido (superiores a 1500 mg.l-1). El alto porcentaje de similaridad de los 
identificadores del gene bank con las secuencias analizadas para los 4 aislamientos 
analizados indica que probablemente estos corresponden a  Bacillus mycoides, 
Microbacterium sp,  Acinetobacter sp. y Enterobacter aerogenes, respectivamente. De 
estos géneros previamente se ha reportado solo al género Bacillus por su capacidad 
solubilizadora de carbón (Pokorný et al., 2005), los aislamientos de los otros tres géneros 
constituyen nuevos reportes de BSC. 
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Tabla 3-1. Identificación molecular  de 4 BSC con mayor producción de SH 
 
 
 
 
3.5 Discusión 
 
 
El porcentaje de rendimiento en la extracción de AH  por el método clásico, el CEHT, 
CAH y CAF, indican que el CBR utilizado es una fuente de SH, por esta razón puede ser  
un sustrato susceptible a la actividad de BSC. La solubilización de CBR en medio sólido 
con el desarrollo de un halo marrón  ha sido observada  previamente para la mayoría de 
hongos solubilizadores de CBR (Steinbüchel., 2001) y para las bacterias Streptomyces 
setonii y Streptomyces viridosporous (Strandberg y Lewis., 1987). 
 
El desarrollo de color marrón con aumento de absorbancia a 465nm y la pérdida de peso 
del CBR en el tratamiento control aportan evidencia de la solubilización de una fracción 
del CBR (cercana al 10%), al entrar en contacto con el medio de cultivo.  Los 
aislamientos BSC3, BSC13, BSC10 y BSC25 que ocasionaron mayor producción de SH 
también ocasionaron la mayor disminución de CBR en el medio de cultivo; sin embargo, 
algunos aislamientos que presentan altos valores de CBR transformado produjeron bajas 
cantidades de SH ( BSC5, BSC7, BSC14, BSC15, BSC17, BSC20, BSC22 y BSC23); 
este resultado sugiere que estos aislamientos presentan la capacidad de transformar el 
CBR pero asimilan las sustancias solubilizadas o las transforman en otros productos 
diferentes a SH, entonces se puede inferir que todos los aislamientos estudiados 
presentan una capacidad de utilización y aprovechamiento del CBR (entre el 25 y 38%) 
(Figura 3-2), pero solamente algunos aislamientos permiten que las SH permanezcan en 
el medio, estos aislamientos pueden ser consideradas las más eficientes en términos de 
producción neta de SH. 
 
EL pH alcanzado en los medio de cultivo, a pesar de la acidificación por efecto del CBR 
sugiere que las BSC expresaron la producción de sustancias alcalinas como uno de los 
mecanismos para solubilizar CBR, este fenómeno ha sido descrito en investigaciones 
Aislamiento Nombre 
Identidad 
(%) 
Identificador 
del gene bank 
(gi) 
Número de 
acceso 
BSC25 
Bacillus mycoides  
str. BGSC1-DN3 
98,95 288958 AB368963.1 
BSC3 Microbacterium sp. 98,00 224555764 FJ357539.1 
BSC13 
Acinetobacter sp.  
str. CCGE2017 
99,40 569106 EU867306.1 
BSC10 
Enterobacter aerogenes 
str. JCM1235 
99,36 10039 AB004750.1 
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previas (Hofrichter et al., 1997; Yuan et al., 2006); recientemente también se ha 
comprobado la producción de sustancias alcalinas extracelulares termoestables por parte 
de Bacillus sp, como principal mecanismo de biosolubilización de CBR tipo lignito (Jiang, 
et al., 2013). Las sustancias alcalinas se pueden generar en el medio como producto de 
la transformación de compuestos ricos en nitrógeno, por ejemplo las aminas alcalinas se 
producen como resultado del metabolismo de las peptonas presentes en el caldo nutritivo 
(Hofrichter et al., 1997). 
 
Los aislamientos evaluados en este estudio fueron aisladas de microhábitats que han 
estado permanentemente enriquecidos con residuos procedentes de la extracción, 
lavado y almacenamiento de carbón (Valero et al., 2012), estos aislamientos presentaron 
capacidad biotransformadora de CBR in vitro produciendo SH. Los aislamientos con 
mayor actividad son habitantes normales del suelo, este hecho indica que en condiciones 
naturales hubo adaptación de las poblaciones microbianas que utilizan y transforman el 
carbón.También en estudios previos a nivel de campo se ha observado que en suelos 
reconstruidos en minas de carbón clausuradas, parte del carbono estabilizado en la 
materia orgánica humificada proviene de  los residuos de carbón (Dick et al., 2006); por 
otra parte, tras el establecimiento de la comunidad microbiana y el incremento de las 
enzimas ligninolíticas en el suelo, el CBR es  humificado a razón de 0,25 g. Kg de suelo-1. 
Año-1 (Rumpel y Kogel., 2002).  Adicionalmente el contenido de minerales en cenizas  
puede considerarse una fuente de elementos como Fe, Ca y Mn conveniente para el 
crecimiento de microrganismos. 
 
 
3.6 Conclusiones 
 
Cepas de Bacillus mycoides, Microbacterium sp,  Acinetobacter sp. y Enterobacter 
aerogenes producen SH con valores superiores a 1500 mg.l-1 aprtir de la biosolubilización 
de CBR en medio líquido in vitro.  
 
Todas los aislamientos  bacterianos evaluados presentan la capacidad de utilizar 
metabólicamente el CBR, ocasionando  pérdida de peso del CBR adicionado al medio de 
cultivo; pero esta capacidad en todos los casos no se relaciona con la producción de SH.  
Las cepas de BSC más eficientes  en la producción de SH son habitantes comunes en el 
suelo y  mostraron solubilización de partículas de CBR sin pretratamiento ácido en medio 
sólido, este hecho permite sugerir aplicaciones de su actividad biotransformadora de 
carbón en suelos con presencia de este sustrato.  
 
La  mayor liberación de SH por los aislamientos eficientes está relacionada con su 
capacidad de  elevar el pH  del medio de cultivo.  
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4. Caracterización supramolecular de ácidos 
húmicos obtenidos mediante solubilización 
bacteriana de un carbón de bajo rango 
 
 
 
4.1 Resumen 
 
 
En este trabajo se realizó la caracterización de la fracción de ácidos húmicos (AH)  
obtenidos de la  actividad de tres cepas bacterianas que solubilizan un carbón de bajo 
rango (CBR) tipo lignito (AH-BSC). Los AH obtenidos mediante la actividad de Bacillus 
mycoides, Microbacterium sp y Acinetobacter sp, se compararon con los AH obtenidos 
por el método tradicional de extracción con NaOH 0,5N (AH-NaOH); para ello se 
determinó la composición elemental (C,H,N,O), la relación E4/E6 y se aplicaron técnicas 
de caracterización supramolecular: espectroscopía infrarroja, espectroscopía de 
resonancia magnética nuclear del 13C, termoquemólisis en presencia de tetrametilamonio 
seguida de espectrometría de masas acoplada a cromatografía de gases y cromatografía 
de exclusión por tamaño. Los dos tipos de AH evaluados presentan diferencias en la 
composición elemental, el grado de condensación aromática, el contenido de grupos 
alifáticos, el peso molecular estimado, la polidispersidad y los productos de la 
termoquemólisis..Los resultados indican que mediante el proceso de solubilización del 
carbón por actividad bacteriana, ocurren  transformaciones estructurales de los AH, que 
conducen a la formación de AH con menor grado de aromaticidad, más hidrofílicos, con 
menor contenido de O, enriquecidos con grupos funcionales nitrogenados y cadenas 
alifáticas polares, en comparación con los AH-NaOH.    
 
Palabras clave: Acinetobacter baumannii, Bacillus mycoides,  Biotransformación de 
carbón, Enterobacter aerogenes, Microbacterium, Lignito, Sustancias Húmicas. 
 
 
 
4.2 Introducción 
 
Las sustancias húmicas (SH) son grandes arreglos supramoleculares resultantes del 
autoensamblaje de moléculas húmicas heterogéneas y relativamente pequeñas 
derivadas de la degradación de restos de materiales biológicos, estas asociaciones 
supramoleculares se estabilizan por puentes de hidrógeno y débiles uniones hidrofóbicas  
como las fuerzas de Van der Waals, π-π, y CH-π (Piccolo., 2002, Theng et al., 2012).  
Las SH desempeñan un papel importante en la calidad física y química del suelo (Piccolo 
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y Mbagwu., 1999), la captura y estabilización de carbono (Piccolo et al., 2004), la 
inactivación de pesticidas, metales pesados y otros contaminantes (Bandeira et al., 
2009); estimulan la fisiología de las plantas (Canellas et al., 2011), presentan bioactiviad 
debido al efecto denominado “like uaxin” (Muscolo et al., 2007), en consecuencia 
estimulan el crecimiento y desarrollo vegetal (Trevisan et al., 2010) , entre otros efectos 
como inducción de proliferación de raíces y modificación de la arquitectura del sistema 
radical (Barros et al., 2010). 
 
Debido a la popularización del uso de las enmiendas orgánicas para la agricultura, se ha 
hecho necesario adaptar esquemas de análisis y caracterización, con el fin de aportar 
criterios para el control de calidad e intentar predecir los efectos sobre las propiedades 
del suelo, la biota y la interacción con las SH nativas. Así, los componentesde las 
ssutancias húmicas en una enmienda orgánica son considerados parámetros de 
madurez y estabilidad, como garantía de un impacto seguro y conveniente en el suelo.  
 
La forma más general de estudiar las SH es mediante su separación en fracciones por 
solubilidad, así, las SH se pueden separar en ácidos fúlvicos (AF) que son solubles en 
medio ácido y alcalino, los ácidos húmicos (AH) que son solubles en medio alcalino pero 
insolubles en medio ácido, las huminas que son insolubles en medio ácido y alcalino y el 
ácido himatomelánico que corresponde a la fracción de AH solubles en alcohol (Sharif 
2002). Senesi et al (2007) proponen que el criterio más fiable  y apropiado para evaluar la 
madurez de cualquier material orgánico debe basarse en análisis químicos y 
fisicoquímicos de la ''identidad'' estructural, molecular, y funcional, además de las 
propiedades de los componentes de las SH presentes en las enmiendas orgánicas. Este 
enfoque permite una visión directa, con una base molecular de las propiedades 
intrínsecas de las enmiendas orgánicas (Spaccini y Piccolo., 2009). Por otra parte, el 
análisis a nivel supramolecular permite evaluar las posibles modificaciones inducidas por 
las enmiendas orgánicas, sobre  el estado, la calidad, la química y las funciones de las 
SH nativas del suelo.  
 
En este contexto, los métodos y técnicas aplicados al estudio de las fracciones húmicas 
de las enmiendas orgánicas incluyen entre otras: análisis elemental, análisis de grupos 
funcionales, cromatografía por filtración en gel o exclusión por tamaño  (D’Orazio y 
Senesi., 2009), pirólisis, termoquemólisis (Spaccini y Piccolo., 2009; Farzad  y  Helleur., 
2010), espectroscopía infrarroja, espectroscopía de resonancia magnética nuclear en 
fase sólida (RMN) y espectroscopía de fluorescencia (Senesi et al., 2007, Tatzbet et al., 
2008) . 
 
Los carbones de bajo rango (CBR) como turba, lignito y leonardita son fuentes 
tradicionales para la obtención de SH, mediante el uso de soluciones alcalinas (Gianoulli 
et al., 2009). Alternativamente, se ha estudiado la obtención de SH mediante 
solubilización microbiana del CBR para generar productos con mayor valor agregado, en 
comparación con los productos obtenidos por transformación física o extracción alcalina, 
y con variadas aplicaciones como la obtención de combustibles líquidos, moléculas para 
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síntesis química y productos medicinales (Hofrichter y Fakoussa., 2004). En los capítulos 
previos se ha estudiado la solubilización microbiana del CBR generado en la mina de 
carbón a cielo abierto “El Cerrejón”, determinando el potencial  de uso de este material 
como fuente de materia orgánica humificada, para incorporarlo en procesos de 
rehabilitación de suelos post – minería, donde se lleve a cabo la liberación  lenta de SH 
mediante la actividad microbiana.  
 
Previamente se logró seleccionar tres cepas bacterianas nativas sobresalientes en la 
producción de SH a partir de un CBR tipo lignito (capítulo 3). Así, el objetivo de este 
trabajo fue comparar a nivel supramolecular la fracción de AH obtenidos mediante 
solubilización bacteriana del CBR, frente a los AH obtenidos por el método tradicional de 
extracción alcalina. La caracterización se enfocó en los AH debido a los efectos 
documentados de esta fracción sobre la salud y calidad del suelo, con el propósito de 
obtener información para inferir sobre sus efectos en el suelo, las plantas y la actividad 
de la microbiota edáfica.  
 
 
 
4.3 Materiales y métodos 
 
4.3.1 Obtención de ácidos húmicos del CBR por actividad de 
bacterias solubilizadoras de carbón (AH-BSC) y por 
extracción alcalina con NaOH (AH-NaOH) 
 
 
Para la obtención de AH-BSC se trabajó con un CBR tipo lignito, caracterizado y utilizado 
previamente en ensayos de biosolubilización de carbón por bacterias (capítulo 2 y 3). Los 
AH-BSC se obtuvieron utilizando cepas de  Acinetobacter baumannii, Bacillus mycoides y 
Microbacterium sp, tres BSC seleccionadas previamente por presentar actividad 
solubilizadora del CBR, asociada a alta producción de SH (Capítulo 3). A partir de 
cultivos conservados en medio AMSC5 (capítulo 2), se tomó una colonia de cada cepa y 
se inoculó en tubos con 10 ml de caldo nutritivo suplementado con SH comerciales 
(Humus Alfa 15®) al 0,001%, con el fin de inducir los mecanismos bioquímicos 
encargados de la biosolubilización del  carbón (Yuan et al., 2006). Los cultivos fueron 
incubados a 37°C por 48 horas, después de este período se transfirió  todo el volumen 
cultivado a un frasco con 250 ml de caldo nutritivo y 25g de CBR en polvo, previamente 
esterilizado en autoclave  a 121 ºC/15 lb por 15 minutos; estos cultivos se incubaron a 28 
± 2°C en agitación orbital a 420 rpm por 7 días. Posteriormente los cultivos se 
centrifugaron a 3200 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente, se descartó el 
pellet de biomasa bacteriana, y con el sobrenadante se repitió el procedimiento de 
centrifugado tres veces más; el sobrenadante de color marrón fue filtrado en papel 
whatman de 2,5µm de diámetro de poro, para obtener el extracto húmico total (EHT) que 
contiene tanto AF como AH disueltos en el medio. 
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El EHT obtenido fue tratado con HCl 1M hasta alcanzar un pH de 2 y se dejó en reposo 
en tubos de ensayo por 12 horas, con el fin de precipitar los AH y separarlos de AF y de 
las demás sustancias presentes en el medio, posteriormente se centrifugó a 4000rpm  
durante 15 minutos y se descartó el sobrenadante y el precipitado resultante 
correspondiente a la fracción de AH se resuspendió en una solución de NaOH al 0,5M 
hasta alcanzar un valor  de pH 7. Para la purificación de los AH se procedió de acuerdo 
al protocolo establecido por la IHSS (2007), mediante tres ciclos de disolución en NaOH 
0,5M seguida de  floculación con HCl 0,5 M.  
 
Para obtener AH-NaOH se extrajeron las SH totales por el método clásico siguiendo el 
protocolo sugerido por la International Humic Substances Society (IHSS., 2007) utilizando 
como extractante NaOH 0,5M en proporción 1:10 (CBR: extractante), la mezcla se dejó 
en incubación a 60°C por 10 horas, después de la extracciónde las SH, se separaron las 
fracciones de AH y AF de acuerdo al protocolo descrito por Sharif (2002).  
 
Finalmente tanto las muestras de AH-BSC como de  AH-NaOH se disolvieron en NaOH 
0,1M, cada solución se ajustó a pH 7 con HCl y se secó mediante  liofilización.  
 
 
4.3.2 Caracterización supramolecular de AH y CBR 
 
Composición elemental: 
 
 Se tomaron muestras  de 1mg  de AH-BSC, AH-NaOH y del CBR utilizado como sustrato 
y se determinó la composición elemental (C, H, N, O) en un analizador Fisions 
Interscience EA 1108, el resultado fue corregido por el contenido de cenizas de cada 
muestra, determinado por combustión de 50 mg de cada muestra a 650°C por 4h, cada 
determinación se realizó por triplicado y con los resultados se realizó un análisis de 
varianza y comparación de promedios por el método de Dunnet. 
 
Determinación del grado de humificación mediante la relación E4/E6:  
 
Se disolvieron 4mg de cada AH-BSC y AH-NaOH en 10 ml de NaHCO3 0,05M, se ajustó 
el pH a 8,3 con NaOH 0,1 M y se midió absorbancia a 465 y 665nm (Zambrano et al., 
2011), se utilizó un espectrofotómetro Genesys 10S UV-VIS, cada análisis se realizó por 
triplicado y con los resultados se realizó un análisis de varianza y comparación de 
promedios por le método de Dunnet. 
 
Análisis de espectroscopía infrarroja con transformación de Fourier  (DRIFT): 
 
Para obtener el espectro IR de cada muestra de AH-BSC y el AH-NaOH, se registró la 
reflectancia difusa (DRIFT)  en un espectrómetro PE Spectrum One equipado con un 
accesorio de reflectancia difusa, mediante la acumulación de hasta 100 escaneos por 
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muestra con una resolución de 4 cm_1. Antes del análisis DRIFT, las muestras en estado 
sólido se diluyeron mezclándolas con polvo de  KBr (5/100  en peso) en un mortero de 
ágata.   
 
Resonancia magnética nuclear del 13C (Cross polarization- magic angle spining- 
nuclear magnetic resonance - 13C-CPMAS-NMR):  
 
La espectroscopía NMR se realizó en estado sólido, se llevó a cabo en un espectrómetro 
Bruker AV-300, equipado con una sonda de calibre grueso de 4 mm, los espectros de 
NMR fueron obtenidos aplicando los siguientes parámetros: velocidad de rotación del 
rotor de 13000 Hz, tiempo de reciclaje de 1s; tiempo de contacto de 1ms; tiempo de 
adquisición de 20 ms, y 4000 escaneos por muestra. Las muestras de AH y CBR fueron 
empacadas en rotores de zirconio de 4 mm con tapas Kel-F. Se registraron 1510 puntos 
en el intervalo de 20 ms. Para corregir el desfase dipolar se determinó un tiempo 
adecuado de retraso de 45 µs basado en una estandarización realizada anteriormente 
con  un patrón de ácido felúrico (Spaccini y Piccolo, 2009).  
La elaboración de los espectros de NMR se llevó a cabo  con el software  Mestre-C 
versión 4999; para ello se aplicó la transformación de Fourier y se corrigió manualmente 
la línea base de cada espectro. Para la interpretación de los espectros 13C-CPMAS-NMR, 
el desplazamiento químico registrado entre 0 y 200 ppm fue dividido en las siguientes 
regiones de resonancia: C- alquílico (0–45 ppm); C- metoxi y N-C (45–60 ppm); C- O-
alquílico (60–110 ppm); C-aromático (110–160 ppm); C- carboxi y carbonil (160–200 
ppm), posteriormente se realizó la integración del área bajo la curva en cada uno de los 
intervalos, de esta manera se obtuvieron datos cuantitativos del porcentaje relativo de 13C 
en cada grupo. Finalmente, con los datos cuantitativos, se determinó el índice de 
aromaticidad (Piccolo, 2002) para cada muestra de AH-BSC, AH-NaOH  y CBR. 
 
Hidrólisis asistida térmicamente y por metilación con tetrametilamonio (TMAH- 
Termoquemólisis)  y análisis por cromatografía de gases / espectrometría de 
masas (CG/ EM):   
Se colocaron 100 mg de muestra  de cada tipo de AH-BSC, del AH-NaOH y del CBR en  
cápsulas de cuarzo y se humedecieron con 0,5 ml de hidróxido de tetrametil amonio 
(TMAH) al 25% en metanol, esta mezcla se secó  bajo una corriente suave de nitrógeno; 
posteriormente las cápsulas con la muestra fueron introducidas en un reactor tubular 
Pyrex (50 X 3.3 cm)  y se calentaron hasta  400°C  por 30 minutos en un horno  Barntead 
Thermolyne 21100. 
 
Los productos gaseosos derivados de la termoquemólisis fueron colectados mediante 
una corriente de helio de aproximadamente 10 ml.min-1 y se transfirieron a dos 
recipientes en serie con 150 ml de cloroformo cada uno, mantenidos en un baño de hielo. 
Después de transcurridos los 30 minutos de pirólisis, se juntaron los contenidos de los 
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dos recipientes con la solución de cloroformo y se llevaron a rotoevaporación para 
concentrar los productos de la termoquemólisis, luego, el residuo se disolvió nuevamente  
en 1ml de cloroformo y  se transfirió a un vial  de vidrio de 1ml para el análisis por CG-
EM. C, cada muestra se trató de la misma manera por triplicado. 
 
El análisis por CG-EM se realizó en un equipo Perkin Elmer Autosystem XL  usando una 
columna capilar RTX-5MS WCOT que está acoplada a través de una línea de 
transferencia caliente (250°C) a un espectrómetro de masas PE Turbomass-Gold 
cuadrupolo. La separación cromatográfica se logró con el siguiente programa de 
temperatura: 60 °C (1 min isotérmico), cambio de 7 °C min_1 hasta  320 °C (10 min 
isotérmico). Se utilizó  helio  como gas de arrastre a 1,90 ml min_1, la temperatura del 
inyector fue de 250 °C. Para la identificación de cada sustancia separada por CG se 
obtuvo un espectro de masas usando el modo (70 eV), escaneando en el rango entre 
45–650 m/z, con un tiempo cíclico de 1s. La identificación de los compuestos se basó en 
la comparación  de los espectros de masa  con  espectros publicados en  la biblioteca de  
la base de NIST y estándares reales. Con los datos de presencia o ausencia de cada 
compuesto identificado en cada tipo de AH y el CBR, se realizó un anális de similaridad 
entre las muestras por medio del índice de Jaccard y un anális de componentes 
principales para explicar la magnitud de las diferencias entre las muestras.  
 
 
Cromatografía de exclusión por tamaño 
  
Cada muestra de AH-BSC y el AH-NaOH se disolvió en NaOH 0,1 M y se ajustó el pH a 
7, posteriormente los AH en solución fueron tratados con ácido acético 1267µM hasta  
alcanzar un pH final de 3,5, para fraccionar la supramolécula y facilitar el anális de los 
parámetros relacionados con el peso molecular (Spaccini y Piccolo, 2009); 
posteriormente fueron filtradas a través de filtros de microfibras de vidrio con diámetro de 
poro de 0,2µm, antes de cada corrida analítica en el cromatógrafo de alta resolución 
HPLC. Para la corrida de la muestra se utilizó como eluyente buffer fosfato de sodio 
(NaH2PO4, 0,0625 M)  a pH7 con adición de 0.3 g L
-1 NaN3, como agente bacteriostático. 
 
El sistema analítico de la  HPSEC consiste en una columna  Phenomenex - Polysep P-
3000 (250 mm · 7.8 mmi.d) con temperatura controlada a 25°C, una bomba  Perkin–
Elmer LC200 conectada a dos dectores en serie: un espectrómetro de fluorescencia 
Perkin–Elmer LS-3B para kex = 260 nm y kem = 470 nm, y un detector UV/Vis Gilson 
118, a 280 nm. Se inyectó 0,1 ml de cada muestra de la solución de AH-BSC y AH-
NaOH,  utilizando un inyector rotatorio Rheodyne 7125 y se eluyó a un  flujo  constante 
de 0,6 ml min_1. Los  cromatogramas  se registraron en una interfase  PE-Nelson 900 
Series y un software  Perkin–Elmer – para la integración del área bajo la curva de los 
picos registrados. Para evaluar la reproducibilidad del análisis cada muestra se procesó 
por triplicado. 
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Para calcular el  número promedio de los diferentes pesos moleculares de las 
supramoléculas de AH (Mn), el peso molecular promedio (Mw) y la polidispersidad (P), se 
estableció una curva patrón construida con los valores registrados de estos tres 
parámetros, utilizando soluciones de un polímero de estándares de poliestirol sulfonato 
de sodio, con pesos moleculares de 32000, 16800,  8400, 4300 y 1100 Da. Con los 
resultados se realizó un análisis de varianza y comparación de promedios por el método 
de Dunnet. 
 
 
 
4.4 Resultados 
 
 
4.4.1 Análisis elemental 
 
En la tabla 4-1 se presenta la composición elemental (C, H, O, N)  de cada AH-BSC, el 
AH-NaOH y el CBR. El porcentaje de N es hasta dos veces mayor en los AH-BSC, con 
respecto al AH-NaOH y al CBR. El porcentaje de C también resulta mayor en los AH-
BSC. El porcentaje de H resulta mayor con respecto al AH-NaOH pero la diferencia es 
menor con respecto al contenido de H en el CBR. El porcentaje de O resulta menor para 
las tres muestras de AH-BSC.  
 
 
Tabla 4-1. Composición elemental (N, C, H, O, cenizas) para AH-BSC y AH-NaOH a 
partir de un CBR tipo lignito. n=3, ± =desviación estándar. 
Tratamientos con letras diferentes presentan diferencia significativa (Dunnet, α=0,05) 
 
 
 
 
 
Muestra 
 
%N 
 
%C 
 
%H 
 
%O 
 
%Cenizas 
Radio 
atómico 
C/N C/H 
AH B. mycoides 
5,64±0,08
d 
51,49±0,19 
c 
3,83±0,02 
a 
36,19±1,24 
cd 
2,84±1,29 
b 
10,65 1,12 
AH A. baumannii 
5,43±0,20
d 
51,32±0,71 
c 
3,79±0,09
a 
33,76±1,82 
d 
5,71±0,56 
a 
11,02 1,13 
AH Microbacterium sp 
4,41±0,25 
c 
52,86±2,44 
c 
3,95±0,08
a 
36,56± 0,70 
c 
2,21±0,25 
bc 
13,99 1,11 
AH- NaOH 
2,09±0,11 
b 
43,31±0,69 
a 
2,71±0,20 
c 
50,39±0,26 
a 
1,50±0,01 
c 
24,16 1,33 
CBR  
1,38±0,28 
c 
46,04±1,74 
b 
3,26±0,03 
b 
42,95±0,67 
b 
6,37±0,35 
a 
39,05 1,18 
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4.4.2 Relación E4/E6 
 
En la tabla 4-2 se presenta el valor de la relación entre la densidades ópticas  465 y 
665nm E4/E6. Se encontró menor valor de esta relación para los AH-NaOH, con respecto 
a los AH-BSC. Kononova (1982) describe el valor E4/E6 como una relación inversamente 
proporcional al grado de condensación de la red aromática carbonada de las SH, por 
tanto, una relación baja indica un alto grado de condensación de estructuras aromáticas; 
inversamente, una relación mayor reflejará menor grado de condensación aromática e 
infiere la presencia de mayor proporcion de estructuras alifáticas.  
 
 
Tabla 4-2. Relación E4/E6   para  tres AH-BSC en comparación con AH-NaOH. n=3, ± 
=desviación estándar. Tratamientos con letras diferentes presentan diferencia significativa (LSD, 
α=0,05) 
 
 
 
Tipo de Ácido Húmico Relación E4/E6 
AH B. mycoides 5,11 ± 0,1   b    
AH A. baumannii 5,26 ± 0,2   b 
AH Microbacterium sp 4,91 ± 0,1   b 
AH-NaOH 4,45 ± 0,04 a 
 
4.4.3 Espectroscopía infraroja (DRIFT) 
 
En la figura 4-1 se observan los espectros IR generados por los AH-BSC y el AH-NaOH. 
En general, presentan el perfil característico de los AH típicos, con la presencia de una 
banda amplia alrededor de los 3400 cm-1, característica de los  grupos OH en alcoholes, 
fenoles libres  y grupos carboxílicos; una banda sutil de estrechamiento alrededor de 
2920 cm-1 y una banda de flexión hacia los 1380 cm-1, en conjunto correspondientes al 
enlace C-H en grupos alifáticos; una banda de estrechamiento correspondiente al enlace 
C=O alrededor de 1715 cm-1; una banda de estrechamiento a 1717 cm-1 correspondiente 
a anillos aromáticos y una banda que corresponde a la flexión del OH o al 
estrechamiento del C=O alrededor de 1280 cm-1.  
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Figura 4-1. Espectros IR de AH obtenidos de CBR mediante actividad de tres BSCy AH 
obtenido mediante extracción  con NaOH 0,5M. 
 
4.4.4 Análisis por  13C-CPMAS-NMR  
 
En la figura 4-2 se presentan los espectros 13C NMR  obtenidos para el CBR, los AH-BSC 
y el AH-NaOH. Se observa que los tres AH-BSC presentan espectros muy similares y  en 
conjunto algunas diferencias con el AH-NaOH, así como marcadas diferencias con el 
CBR del cual se originan.   
 
Los espectros de los AH-BSC presentan picos de mayor tamaño en la región 
correspondiente a los grupos carboxílicos, conservan el contenido predominante de 
grupos aromáticos, presentan picos de menor tamaño entre 110 y 60 ppm (región 
correspondiente a polisacáridos, alcoholes y aminoazúcares), un pico alrededor de 60 
ppm que corresponde a aminoácidos, un pequeño pico correspondiente a  grupos metoxi, 
y en la región de los grupos alifáticos presentan picos de mayor tamaño en  comparación 
a los AH-NaOH.  
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Figura 4-2.  Espectros 13C-CPMAS-NMR para el CBR y tres AH-BSC en comparación 
con AH-NaOH (AH CBR-EQ). 
 
 
En la tabla 4-3 se presenta el resultado del análisis cuantitativo 13C-CPMAS-NMR, se 
observa que en los AH-NaOH, el contenido de grupos  fenólicos con respecto al CBR 
original es mayor, por el contrario en los AH-BSC el contenido es menor. Los tres AH-
BSC presentan disminución en el contenido de carbono aromático, incremento en el 
contenido de carbono en grupos N-alquilo que corresponden a compuestos nitrogenados; 
también presentan aumento en el contenido de carbohidratos y grupos  Di-Oxi Alquil y 
compuestos alifáticos, en comparación a los AH-NaOH.  
 
 
 
Tabla 4-3. Distribución relativa (%) del área bajo la curva del desplazamiento químico en 
el espectro 13C-CPMAS-NMR  de AH  obtenidos de  CBR  químicamente y mediante 
actividad de 3 bacterias que solubilizan CBR.   
 
MUESTRA 
Carbono 
Carboxílico 
Carbono 
Fenólico 
Carbono 
Aromático 
Carbono en 
Carbohidratos 
y Di-O Alquil 
Carbono 
N-Alquil 
Metoxi 
Carbono 
Alifático 
Índice 
Aromaticidad 
AH A. baumannii 17,37 5,72 35,51 11,10 7,55 22,74 0,41 
AH B. mycoides 17,98 5,80 36,23 10,20 7,58 22,22 0,42 
AH Microbacterium sp 17,37 6,86 41,67 10,71 5,90 17,49 0,49 
AH CBR   18,27 10,64 48,71 6,75 3,93 11,69 0,59 
CBR  11,83 8,14 48,06 8,55 3,05 20,37 0,56 
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4.4.5 TMAH-Termoquemólisis – CG / EM 
 
El total de los  iones volátiles registrados en los cromatogramas generados después de la 
termoquemólisis del CBR, el AH-NaOH y los AH-BSC (tomando el AH-BSC de B. 
mycoides a manera de ejemplo), se presenta en la figura 4-3. Se observa que el 
pirograma de los AH-NaOH conserva un patrón similar al del CBR original, con cambios 
en la composición y magnitud en los picos de  compuestos  de menor peso molecular, 
presentes al inicio del cromatograma, y de compuestos alifáticos lineales de alto peso 
molecular, registrados hacia el final del cromatograma, los cuales tiene mayor variedad 
pero  se presentan en cantidades menores.  
 
Figura 4-3. Cromatogramas (pirogramas) obtenidos tras la termoquemólisis de AH-NaOH 
y AH-BSC (B. mycoydes), en comparación con el CBR original. 
 
 
El pirograma de los AH-BSC (B. mycoides)  presenta un patrón cromatográfico diferente 
a los AH-NaOH y al del CBR, los AH-BSC presentan numerosos picos al inicio del 
cromatograma, correspondientes a diferentes moléculas de menor peso molecular y 
probablemente derivados peptídicos; se presentan dos  picos sobresalientes alrededor 
de los 29 y 33 min de retención en la columna, que corresponden a ácidos grasos de 
cadena larga. El pirograma de los AH- BSC tampoco presenta otros grupos alcano de 
cadena larga, que son registrados al final de los cromatogramas del CBR y los AH-
NaOH. Este patrón  cromatográfico se registró de manera similar para los AH-BSC 
obtenidos mediante la actividad de A. baumannii y  Microbacterium sp. 
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La termoquemólisis de los AH estudiados liberó 77 moléculas diferentes, mediante la 
caracterización de sus espectros de masa, la mayoría fueron identificadas como metil 
ésteres  y ésteres de compuestos naturales. Los compuestos más abundantes fueron 
moléculas hidrofóbicas de lípidos de tamaño grande tipo alifáticos y alicíclicos, derivados 
de compuestos vegetales (Bp y Lp) y unidades derivadas de restos de lignina (Lg); un 
grupo de productos representado por moléculas derivadas de proteínas y otros 
compuestos nitrogenados  (Pr) y finalmente un  grupo representado por bioproductos 
poliméricos de origen microbiano (Mic) (Tabla 4-4).   
 
 
Tabla 4-4. Lista de productos de la termoquemólisis, liberados de AH obtenidos 
mediante actividad de BSC Vs extracción alcalina, a partir de un CBR tipo lignito.  
m.e: metil éster, Bp: biopoliésteres vegetales, Lg: Lignina, Lp/Dt Lípidos vegetales (diterpenos), Mic: 
bioproducto microbiano, Pr: derivados de proteínas 
TR: tiempo de retención 
 
TR 
(minutos) 
Compuesto Tipo 
  
  
A
H
 -
 A
. 
b
a
u
m
a
n
n
ii 
A
H
 -
 B
.m
y
c
o
id
e
s
 
A
H
 -
 M
ic
ro
b
a
c
te
ri
u
m
 s
p
 
A
H
-N
a
O
H
 
C
B
R
  
 
7,08 L-valina, m.e. Pr + - + - - 
7,16 3-M-bencenamina Pr - + - - + 
7,33 MO-benceno Lg + - + - - 
8,44 5H-1-piridina Pr + - - - - 
8,81 2 M-undeceno Lp - - - + - 
8,82 1-MO-4M-benceno Lg + - - - - 
8,94 4M- piridina Pr + - - - - 
9,61 Dodeceno Lp - - - + - 
9,92 2,4(1H,3H)-pirimidinedioina, dihidro-3-M Pr + - - - - 
10,25 1,3-DiM L-2,4,5- trioxoimidazolidina  Pr + - + - - 
10,83  3- heptenil-benceno Lg + - - - - 
10,9 Isoquinolina Pr + - - - - 
11,3 2 M-1H-indol Pr + + - - - 
12 M- dodeceno Lp - - - + - 
12,2 Trideceno Lp - - - + - 
12,28 5H-1-piridina Pr - + - - - 
12,34 DiM-Indol Pr + - - - - 
13,45  2-M-5-oxo- prolina, m.e. Pr + - + - - 
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13,48 L-prolina, 1-M-5-oxo-, m.e. Pr - + + - - 
13,51  4-MO- ácido benzoico,  m.e. Lg - - + + - 
14,17 1H- 1,2-DiM- indol Pr + - - - - 
14,63 Bifenilo Lg - - - + - 
14,84 L-prolina, 5-oxo, m.e. Pr + - - - - 
14,97 Tetradeceno Lp - - - + - 
14,99 Derivado de glicina Pr - + - - - 
15 Tetradecano Lp - - + - + 
15,01  N-(2-M-1-oxo-2-butenil)- glicina, m.e. Pr + - - - - 
15,79 1,3(2H)-dion, 2-M- 1H-isoindol Pr + + + - - 
16,53 Derivado de tirosina Pr + - + - - 
17,2 M- pentadecano Lp - - - + - 
17,67 Pentadecano Lp - - + + + 
18,62 Acido dodecenoico, m.e. Lp + - - - - 
18,72 Acido dodecanoico, m.e. Mic + + + - - 
18,96 Tetrametil hexadecano Lp - - - + - 
19,26 1H-indol-2,3-dion, 1-M-, 3-Hidrazona Pr + + + - - 
19,52 Alcano ramificado Lp - - - + - 
20,07 M- hexadecano Lp - - + + - 
20,84 Hexedecano Lp - 
 
- + + 
22,9 9H-purin-6-amino,N,9-DiM Pr + - + - - 
23,36 Heptadecano Lp - - - + + 
23,72 3H-purin-6-amino, N,N,3-tri M Pr + + + - - 
24,05 Acido tetradecenoico, m.e Lp + + - - - 
24,17 Acido tetradecanoico, m.e. Lp - + - - - 
24,19 Acido tetradecanoico, m.e. (1) Lp + + + - - 
24,25 Alcano ramificado Bp - - - + - 
24,67 Tetrametil octadecano Bp - - - + - 
24,91 Alcano ramificado Bp - - - + - 
25,5 Alcano ramificado Bp - - + - - 
25,82 13 M-ácido tetradecanoico, m.e. Mic + + - - - 
26,05 12 M-ácido teradecanoico, m.e. Mic + + + - - 
26,76 Acido pentadecanoico, m.e. Mic + + - - - 
27,08 Derivado de cafeina Pr - + - - - 
27,11 Derivado de cafeina (2) Pr + - + - - 
27,58 Octadecano Lp - - - + + 
28,36 M-ácido pentadecanoico, m.e. Mic + - + - - 
28,6 Acido hexadecenoico, m.e. Mic + + + - - 
28,87 Nonadecano Lp - - - + - 
29,27 Acido hexadecanoico, m.e. Lp + + + + + 
29,91 Tetrametil hexadecano Lp - - - + + 
30,76 15 M- ácido hexadecanoico, m.e. Mic + + - - - 
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30,95 Acido heptadecenoico  m.e. Mic + + + - - 
31,06 Acido heptadecenoico  m.e. (1) Mic + - - - - 
31,06 Eicosano Lp - - - - + 
31,24 14 M-acido hexadecanoico,  m.e. Mic + - + - + 
31,64  Acido heptadecanoico, m.e. Lp + + - - - 
33,31 Acido octadecenoico, m.e. Lp + + + + + 
33,77 Heneicosano Lp - - - + - 
33,94  Acido octadecanoico, m.e. Lp + + + - + 
34,72 Tetrametil octadecano Bp - - - + - 
35,52 Docosano Bp - - + + + 
37,68 Dodecano Bp - - - - + 
38,39 Tetrametil eicosano Bp - - - + + 
39,12 Tetracosano Lp/Dt - - - + + 
40,7 Acido abietico, m.e. (d5) Lp/Dt - - - - + 
41,25 18, 1-ácido dioico, di m.e Bp - - - - + 
44,17 Acido graso (20C)  m.e. Bp - - - - + 
 
 
En el agrupamiento por similaridad de Jaccard (figura 4-4 izquierda) permitió agrupar los 
tres AH-BSC, revelando mayor similaridad (cercana al 40%) entre los AH-BSC de A. 
baumanni y Microbacterium sp. Igualmente se observa  agrupamiento entre los AH-
NaOH y el CBR, mostrando que los  AH-NaOH presentan mayor similaridad (cercana al 
25%) con el CBR que con los tres AH-BSC.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a.                                                b.  
Figura 4-4 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4-4. Asociación entre las características de AH-BSC, AH-NaOH y CBR de 
acuerdo a los productos de la termoquemólisis. Izquierda: Agrupamiento por similaridad 
de Jaccard. Derecha: Análsis de componentes principales. 
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En correspondencia a lo anterior, el anális de componentes principales (figura 4-4 
derecha) explica en dos componentes el 69% de la variación entre las muestras (49,99% 
en el componente 1 y 18,71 en el componente 2), causada por la presencia o ausencia  
de los productos de la termoqumólisis en cada una de las muestras tratadas. El análisis 
revela mayor asociación entre los  AH-BSC de A. baumanni y Microbacterium sp y 
separa el CBR de todas las muestras de AH- BSC;  el análisis también confirma la 
diferencia entre los AH-BSC y los AH-NaOH y la semejanza entre los AH-NaOH y el 
CBR.  
 
4.4.6 Cromatografía de exclusión por tamaño  
   
 
En la tabla 4-5 se presenta el número promedio de los diferentes pesos moleculares 
(Mn), el peso molecular promedio (Mw) y la polidispersidad (P), para cada una de las 
muestras de AH. Se encontraron valores mayores de Mw para los tres AH-BSC en 
comparación con el AH-NaOH. Se encontró que la distribución de moléculas con 
diferente peso molecular (Mn) es mayor para los AH-BSC, esto supone mayor 
heterogeneidad de las diferentes estructuras de los AH. Todos los AH presentan valores 
altos de polidispersidad (P); sin embargo, el valor no varía contundentemente en 
comparación con los parámetros anteriores, excepto para los AH-BSC de A. bumannii 
que presentan una polidispersidad mayor que los demás AH.  
 
 
Tabla 4-5. Parámetros relacionados con el peso molecular  de las fracciones de AH-BSC 
y AH-NaOH determinadas mediante HPSEC. Mw: peso molecular promedio. Mn: número 
promedio de pesos moleculares diferentes. P: polidispersidad. n=3,  ± = desviación 
estándar  
 
Tratamientos con letras diferentes presentan diferencia significativa (LSD, α=0,05) 
Muestra  Mw(Da)  Mn P 
AH CBR - NaOH 3745 ± 147 a 526 ± 2    a 7,11 ± 0,29 a  
AH A baumannii 6617 ± 234 c   692 ± 12  c 9,57 ± 0,42 b 
AH B mycoides 4525 ± 376 b 667 ± 22  c 6,78 ± 0,34 a 
AH Microbacterium sp 4404 ± 66   b 602 ± 14  b 7,32 ± 0,29 a 
   
 
 
4.5 Discusión 
 
Los valores obtenidos para relación E4/E6  en este trabajo estan dentro de los valores de 
referencia para los AH definidos por Stevenson (1994) entre 3 y 5,5; los resultados 
indican que los AH-BSC presentan menor grado de condensación, con menor cantidad 
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de estructuras aromáticas y mayor  proporción de compuestos alifáticos en comparación 
con los AH-NaOH; esta característica  de los AH-BSC da lugar a una estructura menos 
densa. El concepto supramolecular de las SH (Piccolo, 2002) postula que  éstas no son 
macromoléculas sino que se comportan como asociaciones supramoleculares de 
moléculas húmicas más sencillas unidas débilmente; por tanto estan en constante 
cambio y reorganización, lo que define las interacciónes que causan efectos sobre 
plantas, microorganismos y las propiedades físicas del suelo (Theng, 2012); de acuerdo 
a este concepto, los AH–BSC al ser menos condensados pueden presentar mayor 
dinámica y posibilidades de interacción con otras fracciones orgánics y minerales del 
suelo, así como con  las raíces de las plantas y la microbiota.  
 
Los resultados de la composición elemental indican que mediante la extracción alcalina 
se obtiene un producto más oxidado, quizá dado por la formación típica de radicales OH - 
y grupos carboxilo tras la ruptura de los enlaces éster y éter del CBR; mientras que en los 
AH-BSC se da principalmente un enriquecimiento en N y C, así como una disminución en 
O, lo que sugiere la formación de estructuras de C más condensadas; sin embargo, 
debido a los valores de la relación E4/E6 se puede sugerir que el grado de condensación 
del C no se da por el incremento de estructuras aromáticassino por el predominio de 
moléculas alifáticas pero con insaturaciones, este hecho también concuerda con los 
valores del radio atómico C/H y C/N.  
 
Estas diferencias sugieren que las BSC actúan metabólicamente, sobre la estructura 
original de los AH contenidos en el CBR y logran modificar parcialmente la estructura, 
actuando principalmente sobre algunos de los núcleos poliaromáticos. Previamente Dong 
et al., (2006) encontraron que AH obtenidos del CBR por extracción alcalina, contienen 
mayor cantidad de estructuras aromáticas en comparación con AH obtenidos mediante 
actividad de Penicillium sp; en el presente estudio se encuentra evidencia sobre la misma 
característica para los AH-BSC; este resultado concuerda con el papel de los 
mecanismos de acción que se han explicado sobre la actividad  biotransformadora de 
carbón por parte de las BSC (Hofrichter y Fakoussa., 2004). Igualmente este resultado 
confirma la capacidad de las BSC para asimilar metabólicamente cierto porcentaje del 
CBR, como se presentó anteriormente (capítulo 3) y los fenómenos de depolimerización  
sobre las SH (capítulo 2).  
 
Los resultados revelan un carácter más alifático de los AH-BSC, este resultado está en 
concordancia con los valores encontrados para la relación E4/ E6 que reflejan la misma 
característica, asociada a una disminución en el grado de condensación de estructuras 
aromáticas, como se observa en la disminución de los valores del índice de aromaticidad 
(tabla 4-3).  
 
Este menor valor del índice de aromaticidad para los AH-BSC en comparación con los 
AH-NaOH, junto con las demás características descritas, confiere a estos AH un carácter 
más  hidrofílico; esta característica determina ciertas implicaciones en la interacción con 
los demás componentes del suelo; por ejemplo menor recalcitrancia frente a la actividad 
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biológica de acuerdo a lo descrito por Kleber (2010), hecho que puede suponer 
estimulación de la actividad microbiana. Por otra parte, también puede haber mayor 
posibilidad de establecimiento de interacciones con las raíces de las plantas  y la 
microbiota rizosférica, lo cual desencadena los fenómenos de bioactividad que se han 
descrito para los AH  (Nardi et al., 2002; Canellas et al.,2008; Trevisan et al., 2010) y el 
fenómeno del “bucle microbiano” (Puglissi et al., 2009), mediante el cual se explica la 
estimulación de la actividad de microorganismos benéficos de la rizósfera tras una mayor 
liberación de exudados rizosféricos, como producto de la estimulación del metabolismo 
vegetal inducido por las SH. Sin embargo un carácter más hidrofílico de los AH, dado por 
la disminución de la condensación aromática, puede reducir su efecto sobre la 
conformación de agregados del suelo, los cuales son determinantes por la presencia de 
SH de carácter más hidrófobo, como se ha descrito previamente (Piccolo y Mbagwu., 
1999, Kucerik et al., 2007).  
 
Nardi et al., (2002) han descrito que la bioactividad de las SH (efecto “Like auxin”) está 
relacionada con un mayor contenido de grupos nitrogenados en su estructura y los 
dominios más hidrofílicos. Barros et al. (2010), describieron los efectos de materiales 
húmicos transformados sobre la fisiología de las plantas, demostrando bioactividad sobre 
el desarrollo de raíces, por parte de las fracciones de AH que presentan un carácter más 
hidrofílico y la presencia de grupos nitrogenados; de acuerdo a lo anterior, el contenido 
de grupos nitrogenados y el carácter más hidrofílico de los AH-BSC, es una característica  
que en teoría podría  favorecer la actividad fitoestimuladora de estos AH sobre las raíces 
de las plantas. 
 
El análisis TMAH-Termoquemólisis– CG/EM reveló que la mayor diferencia entre los dos 
tipos de AH radica en que derivados peptídicos se encuentran solamente como 
productos de la pirólisis de los AH-BSC. Algunos compuestos derivados de la lignina se 
encuentran tanto en los AH-BSC como en los AH-NaOH; por ejemplo, el metil éster del 
ácido benzoico y algunos alcanos como el pentadecano, metil hexadecano, el metiléster 
del ácido hexadecanoico y el ácido octadecanoico. La muestra de CBR comparte  la 
presencia de algunas moléculas tanto con los AH- BSC como los AH-NaOH; sin 
embargo, no comparte la mayoría de compuestos  observados al final del cromatograma 
que básicamente corresponden a ácidos grasos de cadenas largas.  
 
En general, el tipo de moléculas características encontradas en  los dos tipos de AH 
caracterizadas, es bastante similar a los patrones característicos de las fracciones 
húmicas de diferentes tipos de compost a partir de residuos vegetales (Deport et al., 
2006, Spaccini y Piccolo, 2009); sin embargo, las moléculas que son exclusivamente 
bioproductos del metabolismo microbiano solamente se encuentran en las muestras de 
AH-BSC. 
 
Los resultados del análisis de TMAH-Termoquemólisis – CG/EM presentan evidencia no 
solamente de la eficiencia del proceso de solubilización bacteriana del CBR, sino además 
de actividad metabólica utilizando los productos de la solubilización, formando moléculas 
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que dan origen a productos de la pirólisis bastante diferentes a los obtenidos mediante  
extracción alcalina de los AH del CBR. Esto indica que en principio las BSC pueden 
presentar los mecanismos descritos en la literatura para solubilizar el CBR (Hofrichter y 
Fakoussa., 2004); sin embargo, una vez solubilizado el CBR y liberadas las SH 
contenidas en su estructura, las BSC pueden continuar transformando la SH, quizá 
combinando productos nitrogenados resultantes de su  metabolismo e incorporándolos a 
la supraestructura de los AH, esto se observa por la presencia de derivados peptídicos y 
compuestos que son considerados biomarcadores de moléculas originadas por síntesis 
microbiana, por ejemplo los metil éster de ácidos dodecanoico, tetradecanioco, 
pentadecanoico y hexadecanoico (Spaccini y Piccolo, 2009).  
 
Igualmente es posible la síntesis de ácidos grasos de cadena larga por parte de las BSC, 
usando como fuente el mismo CBR solubilizado inicialmente, así como la incorporación 
de estos compuestos a la supramolécula de los AH resultantes. Ésta idea puede ser 
soportada mediante estudios previos en los que se ha descrito la capacidad de ciertos 
microorganismos para degradar parcialmente los AH, generando mayores cantidades de 
AH de menor peso molecular (Hofrichter et al., 1997; Kidralieva, 2006) y a partir de ellos, 
llevar a cabo una repolimerización para constituir nuevamente una supraestructura pero 
con características diferentes a la inicial (Piccolo et al., 2000).  Este se hecho se 
relaciona con el papel  atribuido a las bacterias en la formación de las SH durante la 
etapa de diagénesis en el proceso de carbonificación, así como la resíntesis, 
polimerización y condensación de precursores húmicos en el proceos natural de 
humificación en el suelo (Van-Trump et al., 2006).   
 
Los resultados obtenidos mediante el análisis por HPSEC, también concuerdan con el 
supuesto planteado anteriormente sobre la actividad de las BSC para repolimerizar y 
modificar la supraestructura de los AH originalmente solubilizados a partir del CBR, 
mediante la adición de nuevas moléculas orgánicas sintetizadas por las BSC, que 
contribuyen al incremento en Mw, Mn y la polidispersidad, generando supramoléculas de 
AH de mayor tamaño y mayor diversidad de las diferentes moléculas de AH que 
conforman la supraestructura. 
 
En el análisis DRIFT se observan algunas diferencias entre los espectros;  la banda del 
OH en alcoholes y fenoles es mucho más pronunciada para los AH obtenidos con 
Microbacterium sp. Aparece una banda hacia los 2600 cm-1, en las muestras de AH de A. 
baumannii y B. mycoides, que corresponde al OH en grupos carboxílicos  de compuestos 
nitrogenados y pequeñas bandas  hacia 1659 y 1540 cm-1 asociadas a enlaces 
peptídicos en Amidas tipo I y II (Adani y Spagñol, 2008), presente en los AH - BSC (figura 
4-1). 
 
En general las diferencias cualitativas observadas en el análisis DRIFT no son marcadas 
en relación a los grupos orgánicos predominantes en la macroestructura de los dos tipos 
de AH. Sin embargo la evidencia de derivados protéicos en los AH-BSC, en concordancia 
con los resultados de la composición elemental, indica que la actividad bacteriana sobre 
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el CBR genera AH enriquecidos en N, C e H, pero con menor contenido de oxígeno, este 
resultado muestra actividad de las BSC sobre los grupos funcionales con oxígeno, que 
son los grupos más reactivos dentro de las SH. Posiblemente este hecho es 
consecuencia directa del metabolismo microbiano que ocasiona cambios estructurales a 
los AH.  Dong y Yuan (2009), también  demostraron  la incorporación de N en moléculas 
de aminoazúcares y aminoácidos presentes en AH obtenidos por biodegradación de  
CBR. 
 
El valor de la relación H/C también muestra el grado de madurez de todas las SH, debido 
a que indirectamente refleja la existencia de estructuras de C alifáticas condensadas o 
sustituciones en estructuras cíclicas (Lu et al., 2000). El radio atómico C/N refleja el 
enriquecimiento de estructuras nitrogenadas en los AH liberados del CBR mediante 
actividad bacteriana. Los anteriores hallazgos igualmente indican que ocurre cierto grado 
de modificación estructural de los AH liberados del CBR  mediante la actividad de BSC, 
pero estas modificaciones no alteran su grado de madurez. 
 
 
4.6 Conclusiones 
 
 
Dentro de los bioproductos de la transformación del CBR por BSC se encuentra una 
fracción que presenta las características moleculares que definen a los AH; sin embargo, 
los AH-BSC presentan diferencias supramoleculares en comparación con los AH-NaOH. l 
 
 
Los AH presentes en el CBR son transformados estructuralmente por las BSC, 
generando supramoléculas que conservan el grado de humificación; pero presentan 
disminución en el contenido de O, están enriquecidas con compuestos nitrogenados y 
exhiben menor grado de condensación aromática, lo cual les confiere un carácter más 
hidrofílico, asociado al predominio de moléculas alifáticas polares. 
 
En este trabajo se encontró evidencia sobre actividad de degradación y resíntesis de 
precursores húmicos y repolimerización de los AH presentes en el CBR  por parte de las 
BSC; especialmente por la presencia de ácidos grasos que solamente pueden ser 
sintetizados por actividad microbiana, mayor polidispersidad y peso molecular en los AH-
BSC.  
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5. Efecto de la aplicación de carbón de bajo 
rango y bacterias solubilizadoras de carbón 
BSC sobre materiales edáficos utilizados 
en rehabilitación de tierras en la mina “El 
Cerrejon” (La Guajira-Colombia) 
 
5.1 Resumen 
 
En la mina de carbón a cielo abierto “El Cerrejón” (la Guajira- Colombia), en la etapa de 
excavación se remueven los materiales del suelo original y se almacenan en bancos de 
preservación. Estos materiales edáficos son utilizados posteriormente en las actividades 
de rehabilitación de tierras, pero durante la remoción, almacenamiento y transporte se 
alteran drásticamente sus propiedades. En el presente trabajo se evaluó el uso de un 
carbón de bajo rango (CBR) generado en la misma mina, como posible fuente de materia 
orgánica humificada, con el fin de mejorar las propiedades de los materiales edáficos en 
el proceso de restitución del suelo. En un ensayo  de invernadero y otro en condiciones 
de campo, se probó la aplicación del CBR solo e inoculado con cepas bacterianas que 
producen sustancias húmicas mediante la solubilización de este CBR (BSC). La 
respuesta se evaluó a través  de un conjunto de indicadores representativos de la calidad 
del suelo, y mediante observaciones de microscopía electrónica en las que se 
evidenciaron cambios en la formación de agregados. Después de 12 meses de 
tratamiento con CBR se observó incremento en la capacidad de intercambio catiónico 
hasta del 75 y 53% en condiciones de invernadero y campo respectivamente; incremento 
hasta del 59 y 83% en la respiración (producción de CO2) y hasta del 50 y 31% en la 
actividad microbiológica evaluada mediante hidrólisis del diacetato de fluoresceína. Para 
el ensayo en condiciones de campo, mediante análisis de componentes principales para 
datos categóricos (CATPCA) se encontró  relación entre la adición de CBR y los cambios 
en el perfil metabólico de la comunidad microbiana del suelo; también se encontró 
incremento  hasta del 96% en la fracción de poros con diámetro mayor a 30µm tras el 
tratamiento con CBR; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la 
densidad aparente y los parámetros de agregación del suelo. Los resultados muestran 
que la adición de CBR a los materiales edáficos desencadena efectos comúnmente 
observados por la adición de sustancias húmicas al suelo, lo que sugiere su posible uso 
como enmienda orgánica en el proceso de rehabilitación de tierras post-minería, aunque 
aparentemente el efecto del CBR es independiente de la inoculación con BSC.  
    
 
 
Palabras clave: sustancias húmicas, actividad enzimática del suelo, respiración del 
suelo, enmiendas orgánicas. 
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5.2 Introducción 
 
 
En relación al recurso suelo, en el ciclo minero de carbón, se distinguen tres etapas 
básicas: pre-minería, minería y post-minería, esta última incluye la rehabilitación de 
tierras. En la pre-minería se lleva a cabo el desmonte completo y aprovechamiento de la 
vegetación, seguido de  la remoción y almacenamiento en bancos de preservación de los 
materiales de suelo  con características y propiedades adecuadas  para su utilización en 
la etapa de post- minería. Desde el momento en que los suelos son removidos de su 
origen, por la misma definición de suelo, su denominación se cambia por la de 
“materiales edáficos”. Como materiales edáficos a preservar se consideran aquellos que 
reúnan como mínimo las siguientes características: un contenido en volumen de 
materiales gruesos menor del 35%; cualquier clase textural menos arenosa, arcillosa o 
areno limosa, conductividad  eléctrica menor de 16 dS/m; saturación de sodio menor de 
15% y una profundidad efectiva mayor de 15 cm (Gualdrón., 1997). Los bancos de 
preservación generalmente se localizan cerca de áreas de intervención y áreas a 
rehabilitar, los materiales edáficos removidos se depositan en el banco más cercano sin 
distinción de procedencia o características particulares y se protegen mediante el 
establecimiento y mantenimiento de coberturas herbáceas para contrarrestar el impacto 
de las lluvias y la erosión eólica.  
 
En la etapa de minería ocurre la perforación, voladura y transporte del material rocoso 
fragmentado de las rocas sedimentarias que cubren los mantos de carbón, seguido de la 
extracción, cargue y transporte del carbón hasta llegar al fondo o límite de extracción. 
Los escombros de minería están constituidos en su mayor parte por fragmentos de rocas 
sedimentarias como areniscas, limolitas, shales, arcillolitas o lutitas, con presencia 
importante de carbonatos, bicarbonatos y sulfatos, en cantidades menores se presentan 
materiales meteorizados procedentes de las capas superficiales de los terrenos 
excavados y materiales sedimentarios con altos contenidos de óxidos e hidróxidos de 
hierro (Gualdron., 2011). Una vez concluida la extracción del carbón, se lleva a cabo el 
retrollenado de la excavación con los escombros de minería y así se inicia la etapa de 
rehabilitación; esta comprende la reconfiguración del terreno, la roturación de superficies 
compactadas y la restitución del suelo, mediante la disposición final de los materiales 
edáficos preservados, conformando capas de espesor uniforme sobre las cuales toma 
lugar un conjunto de medidas de manejo necesarias para  garantizar la restitución  de la 
cobertura vegetal y la estabilización del suelo, este proceso requiere de agua, energía, 
agentes cementantes y materia orgánica para organizar los materiales edáficos dispersos 
y así generar agregación y estructura. 
 
Los materiales edáficos preservados sufren alteraciones por fragmentación y mezcla 
entre materiales superficiales y profundos en el sitio de remoción, pulverización en el 
cargue y descargue, compactación y amontonamiento en los bancos de preservación, 
degradación biológica y oxidación de la materia orgánica durante su almacenamiento y 
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nueva pulverización y mezcla cuando se transportan y esparcen sobre la superficie de las 
áreas en rehabilitación (Gualdrón., 2011). En este estado, para el restablecimiento de las 
condiciones adecuadas para el desarrollo vegetal y microbiano, un factor clave es el 
contenido de materia orgánica humificada, debido a que favorece la recuperación física 
del suelo, estimula la actividad de las comunidades microbianas y promueve procesos 
fisiológicos en las plantas (Puglissi et al.,2009). Sin embargo, en las etapas iniciales de la 
rehabilitación uno de los factores más limitantes es la ausencia de materia orgánica de 
origen endógeno, así como la dificultad para obtener materiales para utilizar como 
enmiendas orgánicas en las áreas de minería. 
 
Lo anterior revela la conveniencia de adaptar estrategias para aumentar el contenido 
húmico del suelo en las primeras etapas de restitución. El  carbón de bajo rango (CBR) 
es un material generado como subproducto de la minería de carbón a cielo abierto, este 
material suele presentar alto contenido de SH en su macroestructura y como se demostró 
previamente es susceptible a la biotransformación por microorganismos (Capítulos 2 y 3). 
Igualmente se demostró que en ambientes influenciados con residuos de la extracción, 
transporte, almacenamiento y lavado de carbón en la mina El Cerrejón, se encuentran 
poblaciones microbianas con capacidad para biotransformar CBR y liberar SH mediante 
la solubilización de estos materiales (Valero et al., 2012).También se seleccionaron e 
identificaron cepas de las bacterias Bacillus mycoides, Acinetobacter baumannii y 
Microbacterium sp con capacidad  para crecer en un medio con CBR como única fuente 
de carbono y solubilizar CBR en medio sólido y líquido con producción de sustancias 
húmicas hasta de 3100mg.L-1 (Capítulo 3) 
        
Por otra parte, hay evidencia experimental que demuestra que en suelos rehabilitados 
post-minería, ocurre el restablecimiento de la capacidad del suelo para retener nutrientes 
una vez ha ocurrido la recuperación en los depósitos de materia orgánica (Mummey et 
al., 2002). Existe evidencia del aumento de carbono humificado en suelos rehabilitados 
que contienen residuos de carbón, con respecto a suelos sin disturbio (Dick et al., 2006). 
También se ha visto que los restos de carbón contribuyen al incremento de las fracciones 
hidrofóbicas (carbonos aromáticos y/o alquílicos) y residuos alifáticos, importantes en la 
agregación del suelo (Rumpel y Kogel., 2002). Se ha referenciado que los residuos de 
carbón en suelos en rehabilitación sufren procesos de mineralización y humificación y 
entran a hacer parte del ciclo edáfico del carbono (Rumpel y Kogel., 2004), con efectos a 
largo plazo sobre las propiedades del suelo (Dick et al., 2006). Sin embargo, a la fecha 
no se han desarrollado experimentos dirigidos a evaluar el efecto de la aplicación de los 
residuos de  carbón sobre los suelos en rehabilitación.  
 
Para evaluar el éxito de los procesos de rehabilitación de suelos degradados se han 
utilizado diferentes parámetros físicos, químicos y biológicos, tradicionalmente 
considerados como indicadores de la calidad del suelo; entre los más indicativos están 
los relacionados con el contenido y las transformaciones de los nutrientes, las 
propiedades físicas (principalmente el estado de agregación), y especialmente la 
actividad biológica general del suelo por estar directamente influenciado por los demás 
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parámetros (Bastida et al., 2008). El indicador más sencillo y extensamente citado en la 
literatura científica sobre la actividad biológica del suelo es la respiración. En 
complemento, se han considerado otros métodos que permiten evaluar la magnitud y la 
diversidad metabólica potencial de la microbiota del suelo. La hidrólisis del diacetato de 
fluoresceína (DAF) es un método que evalúa la actividad hidrolítica indiscriminada, 
relacionada con la actividad de varias enzimas (lipasas, proteasas, esterasas) presentes 
en los microorganismos, por esta razón es utilizada para evaluar la actividad 
microbiológica en muestras de suelos (Silva et al., 2004). Es considerado un método  
sensible y reproducible que provee una medida general de la actividad de la biomasa 
microbiana del suelo (Green et al., 2006). Por su parte, el uso del sistema BIOLOG® ha 
sido recomendado para estudiar la diversidad funcional y el perfil metabólico de la 
comunidad microbiana del suelo (Preston- Mafham et al., 2002, Stefanowicz, 2006)   
   
Bajo el anterior contexto, el presente trabajo se orientó a estudiar a nivel de ensayos de 
invernadero y en condiciones de campo, los efectos de la aplicación de un CBR tipo 
lignito considerándolo como fuente de materia orgánica humificada, en conjunto con un 
pool de bacterias solubilizadoras de CBR (Acinetobacter bauimannii, Bacillus mycoides y 
Microbacterium sp.), sobre las propiedades físicas, químicas y biológicas de los 
materiales edáficos utilizados en rehabilitación de tierras post-minería en la mina “El 
Cerrejón”, bajo condiciones semiáridas en el Caribe seco colombiano.  
 
 
  
5.3 Materiales y métodos  
 
 
5.3.1 Ensayo de invernadero 
 
El experimento se realizó en el invernadero del laboratorio de fisiología y bioquímica 
vegetal del Departamento de Biología de la Universidad Nacional de Colombia (Sede 
Bogotá). Las condiciones ambientales fueron: temperatura entre 26 y 30ºC, humedad 
relativa  entre 65 y 80%, y  fotoperíodo de 12/12 horas.  
  
Sustrato: 
 
Se trabajó con material edáfico preservado (materiales de suelo removido y almacenado 
durante la fase de pre-minería, con características adecuadas para utilizar 
posteriormente en la fase de rehabilitación de tierras), tomado de un banco de suelo 
adyacente al frente de extracción denominado “Tajo Patilla”, localizado a  11º05´46´´ N y 
72º40´46´´O, en la mina de carbón  “El Cerrejón”. El material edáfico de este banco 
procede de suelos removidos para la intervención minera, correspondientes a las 
asociaciones Fluventic haplustolls – Aridic lithic haplustolls y  Aridic haplustalfs – Aridic 
natrustalfs, que comprende suelos moderadamente profundos a profundos, con texturas 
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moderadamente finas a finas, bien drenados, reacción ligeramente alcalina, capacidad de 
intercambio catiónica alta a media y fertilidad moderada (Gualdrón, 2011, IGAC y 
CORPOGUAJIRA, 2009). Antes le ensayo se determinaron las siguientes propiedades 
del material edáfico: textura, contenido de carbono orgánico, fósforo disponible, 
contenido de nitrógeno total, contenido de carbonatos y saturación de bases; sigu.iendo 
los procedimientos analíticos del laboratorio de suelos del Instituto Geográfico Agustin 
Codazzi (IGAC;2006)     
 
Carbón de bajo rango (CBR): 
 
Se utilizó un CBR generado en la mina “El Cerrejón”. Previamente fue utilizado en el 
proceso de aislamiento y selección de BSC (capítulo 2), fueron determinadas sus 
características diagnósticas, el contenido de SH y la magnitud de su biotransformación  
por actividad de las cepas microbianas en estudio (capítulo 3). Igualmente fueron 
determinadas sus principales características macromoleculares y las características 
supramoleculares de los AH obtenidos mediante actividad bacteriana y por extracción 
alcalina con NaOH  (capítulo 4). Adicional a las características descritas anteriormente, 
se determinó el contenido de As, Co, Pb, V, Cu, Zn, Ni, Cr, B, Mo y Cd siguiendo las 
normas AMTS (con lo que se encontraron valores de 0,71, 2,31, 1,73, 1,66, 0,55, 22,43, 
3,35, 2,4, 15,11, 2,52  y 0,08 ppm, respectivamente), con el fin de conocer los riesgos de 
toxicidad por metales pesados al aplicar el CBR suelo. Antes de su uso, el CBR fue 
tamizado para obtener partículas de tamaño menor a 5mm con los que se realizó el 
montaje experimental. 
 
Bacterias Solubilizadoras de Carbón (BSC): 
 
Se  elaboró un inóculo microbiano mixto, compuesto por la mezcla de biomasa de tres 
bacterias aisladas previamente de microambientes influenciados por partículas de CBR 
en la mina “El Cerrejón”, estos microorganismos fueron seleccionados por presentar la 
mayor actividad solubilizadora de carbón tanto en medio sólido como líquido in vitro, 
corresponden a cepas de Bacillus mycoides, Acinetobacter baumannii y Microbacterium 
sp (capítulo 3), para elaborar el inóculo, cada cepa fue cultivada en caldo nutritivo 
suplementado con SH al 0,001% como inductor de la actividad solubilizadora de CBR, los 
cultivos se mantuvieron a 30 ± 2°C en agitación a 120rpm por 72h, posteriormente los 
cultivos fueron sometidos a centrifugación a 3200rpm para separar la biomasa del medio 
de cultivo, el sobrenadante ue descartado y la biomasa resultante fue resupendida en 
solución salina (NaCl 0,85%) y centrifugada nuevamente, este procedimiento se repitió 
dos veces, con la biomasa resultante del cultivo de cada cepa se ajustó una dilución a 
concentración de 1X 108 ufc.ml utilizando agua peptonada. Previamente se confirmó la 
ausencia de antagonismo entre estas cepas, mediante ensayos de enfrentamiento  
empleando la técnica de cultivo dual en placas de petri según el protocolo descrito por 
Bashan et al., (1996) 
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Diseño Experimental: 
 
Se realizó un experimento completamente al azar con 10 tratamientos (tabla 5.1) cada 
uno con 10 repeticiones. La unidad experimental consistió en 7 Kg del material edáfico 
empacado en macetas de plástico de 15 cm de díametro y 30 de alto. Se aplicó CBR en 
dos dosis (0,1 y 1%), solo y/o mezclado con el inóculo de BSC (Tabla 5-1). El inóculo de 
cada cepa bacteriana se aplicó a razón de  1 X 108 ufc. g CBR-1 utilizado. 
 
 
Tabla 5-1 Descripción de los tratamientos empleados para evaluar el efecto de CBR y 
BSC sobre un material edáfico utilizado en la rehabilitación de tierras post- minería.  ME: 
material edáfico, P: Plantas de maíz, BSC: Inóculo de bacterias solubilizadoras de 
carbón, CBR: Carbón de bajo rango. 
 
 
Tratamiento Denominación Descripción 
 
1 ME Control absoluto 
2 ME + P Control relativo del efecto de las plantas sobre el sueloME 
3 ME + P + BSC Control relativo del efecto de las plantas  y las BSC 
4 ME + P + CBR 1% Efecto  del CBR (dosis alta) en presencia de  plantas  
5 ME + CBR 1% Efecto del CBR (dosis alta) en ausencia de plantas 
6 ME + CBR 0,1% Efecto del CBR (dosis baja) en ausencia de plantas 
7 ME + BSC + CBR 1% Efecto combinado de CBR (dosis alta) y BSC, sin plantas 
8 ME + BSC + CBR 0,1% Efecto combinado de CBR (dosis baja) y BSC, sin plantas 
9 ME + P + BSC + CBR 1% Efecto combinado de CBR (dosis alta) y BSC, con plantas 
10 ME + P + BSC + CBR 0,1% Efecto combinado de CBR (dosis baja) y BSC, con plantas 
 
Para involucrar el efecto de la vegetación, en las macetas correspondientes a los 
tratamientos 2, 3, 4, 9 y 10 (Tabla 5-1) se mantuvieron 3 plantas  de maíz amarillo (Zea 
mays) de la variedad ICA V109, adaptada a zonas cálidas de la costa atlántica 
colombiana; adicionalmente, se utilizó maíz porque ha sido la planta modelo más 
trabajada para estudios del efecto de SH. Se aplicó riego manteniendo la humedad 
aproximada al 50% de la capacidad de campo  y se mantuvo esta condición hasta el final 
del experimento. En los tratamientos con plantas de maíz, estas fueron removidas 
(cortando los brotes sin remover el ME) cada cuatro meses, y se sembraron  nuevas 
semillas, con el fin de mantener en el sistema plantas en contínuo crecimiento. 
 
Medición de variables: 
 
Transcurridos 3, 5 y 12 meses luego de iniciado el experimento se realizaron mediciones 
de  respiración, actividad microbiológica, pH y capacidad de intercambio catiónico del 
suelo (ME). La respiración se determinó por el método de la cámara de respiración 
descrito por Alef y Nannipieri (1995), con modificaciones, para ello se colocó un 
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recipiente con 10 ml de NaOH 0,5N sobre la superficie de la bolsa con suelo y se cubrió 
con un frasco más grande invertido el cual actuó como campana de respiración, este se 
enterró  hasta 3 cm de profundidad para minimizar la difusión de CO2 por el borde; 
después de 48 horas se retiró la campana, se detuvo la reacción con solución de BaCl2 
0,5M y se tituló el NaOH remanente con  HCl 0,5N, utilizando fenolftaleína como 
indicador; se utilizaron patrones primarios para estandarizar previamente el HCl y el 
NaOH empleado. Los resultados se expresaron en función de la superficie de suelo 
cubierta por la campana de respiración. La actividad microbiológica del suelo se 
determinó por el método de la hidrólisis enzimática del diacetato de fluoresceína (DAF) 
propuesto por Schuner y Rosswall (1982) y modificado por Gillian y Duncan (2001), 
aplicando el protocolo optimizado para muestras de suelo por Green et al (2006). La 
capacidad de intercambio catiónico se determinó por el método del acetato de amonio 1N 
(IGAC, 2006). La actividad microbiológica expresó en términos de la cantidad de 
fluoresceína producida (mg.Kg suelo -1.h-1) por la hidrólisis enzimática del DAF. 
 
Antes de finalizar el experimento, de cada tratamiento se extrajeron al azar 4 plantas  de 
maíz de 30 días de crecimiento y se determinó el peso seco, y el contenido de fósforo y 
nitrógeno, según los protocolos del laboratorio de suelos del Instituto geográfico Agustín 
Codazzi (IGAC, 2006).  
 
Los datos obtenidos para cada una de las variables evaluadas fueron sometidos a un 
análisis de varianza y  una prueba de comparación de promedios, previo análisis de los 
parámetros de normalidad de los datos. Utilizando el programa estadístico SPS versión 
18.   
 
Al finalizar el experimento, se realizaron observaciones por microscopía electrónica de 
barrido a los agregados de suelo de los tratamientos con CBR y BSC. El análisis se 
realizó en un equipo JOEL, modelo JSM- 5910 LV del Laboratorio de Microscopía 
Avanzada de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellín. Para el análisis se 
utilizaron muestras tamizadas (tamiz 400, Tyler). Las muestras fueron previamente 
metalizadas con partículas de oro coloidal de 2nm y el equipo se operó en modo de alto 
vacío a unas condiciones de 10 KV y 15 KV, y una distancia de trabajo de 10 mm.  
 
 
5.3.2 Ensayo de campo 
 
 
El experimento se llevó a cabo en un terreno en la etapa inicial del proceso de 
rehabilitación, localizada a 11°06´46”N y 72°36´26”O, en la mina “El Cerrejón”.  Los 
tratamientos aplicados fueron: 1) CBR a razón de 2,5 ton.ha-1. 2) CBR a razón de 2,5 
ton.ha-1 + inóculo de BSC a una concentración de 1X108  ufc.ml-1 a razón de 100 ml. (m2). 
3) SH extraídas del CBR a una concentración de 150 Kg.ha-1 (este tratamiento se toma 
como control relativo del efecto de las SH). La unidad experimental consistió en una 
parcela de 25m2 separada 2 m de las parcelas vecinas, con un dique central de 50 cm 
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para reducir la contaminación entre tratamientos por flujo superficial o por el viento. Cada 
tratamiento se repitió en tres parcelas bajo un diseño completamente al azar; los 
tratamientos aplicados fueron mezclados hasta  20 cm de profundidad con el material 
edáfico depositado sobre un terreno reconfigurado y retrollenado con los escombros de 
minería. Como control absoluto se establecieron tres parcelas sin tratamiento. En las 
parcelas se sembraron semillas de pasto buffel (Cenchrus ciliaris), por ser la especie que 
se utiliza en la etapa inicial de la rehabilitación de tierras en la mina “El Cerrejón”,  
mediante descarga manual en chorrillo en surcos, a razón de 2 kg de semillas por 
hectárea, C. ciliaris es una gramínea que se adapta a las condiciones climáticas de la 
zona y es utilizada en esta etapa como cobertura vegetal protectora (Gualdron, 2011). 
 
En cada parcela se tomó una muestra representativa, integrada por 4 submuestras de 1 
kg de material edáfico, para realizar un análisis inicial para determinar las siguientes 
propiedades: textura, pH, contenido de carbono orgánico , carbono no 
extractable,carbono extractable, ácidos fúlvicos, ácidos húmicos , nitrógeno total, fósforo 
disponible ,capacidad de intercambio catiónico,  y bases totales (Ca, Mg, K, Na), para 
estos análisis se aplicaron las técnicas analíticas del laboratorio de suelos del Instituto 
geográfico Agustin Codazzi (IGAC,2006).   
 
Transcurridos 12 meses del montaje experimental se tomaron muestras dentro de los 
primeros 20 cm de profundidad para analizar parámetros relacionados con la actividad 
biológica (respiración, actividad microbiológica mediante la hidrólisis del DAF y perfil 
metabólico de la comunidad microbiana), parámetros relacionados con la calidad física 
del suelo (densidad aparente, densidad real, estabilidad estructural de los agregados y 
distribución de poros), adicionalmente se determinó la CIC y el pH.   
 
La respiración y la actividad microbiológica del suelo fueron evaluadas por los métodos 
descritos anteriormente. El perfil metabólico de la comunidad microbiana se determinó 
utilizando el kit Biolog EcoplateTM (Biolog Inc., CA) por ser considerado un método 
sensible  para revelar variaciones metabólicas entre diferentes tipos de suelo (Classen et 
al.,2003), las muestras se procesaron siguiendo el protocolo descrito por Palmroth et 
al.,(2005), para la lectura se registraron los sustratos que dieron positivo frente a su  
utilización por la comunidad microbiana de la muestra de suelo inoculada en las 
microplacas Biolog EcoplateTM que contienen 31 sustratos orgánicos diferentes con 
estructuras ecológicamente relevantes en el suelo, de las cuales al menos 9 son 
consideradas exudados radicales (Preston-Mafham et al., 2002). 
  
Para la determinación de los parámetros físicos del suelo se aplicaron los siguientes 
métodos: la densidad aparente se determinó por el método del cilindro, la estabilidad 
estructural de los agregados se determinó por el método de Yoder y la distribución del 
tamaño de poros se calculó mediante la determinación de la retención de humedad a 0.1, 
0.3, 1, 5 y 15 bar utilizando el método del plato de Richard (IGAC, 2006). 
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5.4 Resultados  
 
5.4.1 Ensayo en invernadero 
 
Las características generales  iniciales del material edáfico fueron: textura franco-limosa, 
pH 7,8, bajo contenido de carbono orgánico (0,36%), bajo contenido de fósforo disponible 
(2 ppm), bajo contenido de nitrógeno (0,035%), alto contenido de CaCO3 y  alta 
saturación de bases (51,6; 5,2; 0,33; y 0,5 cmol (+).Kg-1 de Ca, Mg, K y Na, 
respectivamente).  
 
pH y  Capacidad de Intercambio Catiónico (CIC)  
 
Durante los 12 meses de experimentación, los valores de pH en todas las macetas  
oscilaron entre 7,7 y 8 con respecto al pH inicial del material edáfico (7,8). No hubo 
variaciones significativas en ningún tratamiento. 
 
 
Tabla 5-2. CIC (cmol(+) Kg suelo-1) a los 3, 5 y 12 meses en materiales edáficos tratados 
con CBR e inóculo de BSC. 
n=3,  ± = desviación estándar.Tratamientos con letras diferentes presentan diferencia 
significativa (DMS, α=0,05) 
 
TRATAMIENTO 
Capacidad de Intercambio catiónico 
(cmol(+)Kg suelo-1) 
3 meses 5 meses 12 meses 
ME 11,6 ± 0,7  a  11,6 ± 0,1  a 11,5 ± 0,3   a 
ME + P 11,9 ± 0,6  a 11,9 ± 0,3  a 12,1 ± 0,4   ab 
ME + P+BSC 11,9 ± 0,3  a 11,6 ± 0,2  a 12,2 ± 0,5   ab 
ME + CBR 1% 16,7 ± 1,3  c 14,6 ± 0,5  bc 18,9 ± 0,6   c 
ME + P + CBR 1% 17,8 ± 0,3  c 16,7 ± 1     c 19,3 ± 0,7   c 
ME + CBR 0,1% 11,8 ± 0,2  a 11,9 ± 0,2  a 13,2 ± 0,5   ab 
ME + BSC + CBR 1% 19,4 ± 1,9  c 16,9 ± 1,8  c 17,1 ± 1,2   c 
ME + BSC + CBR 0,1% 12,6 ± 0,0  ab 11,4 ± 0,1  a 12,4 ± 0,9   ab 
ME + P + BSC + CBR 1% 19,9 ± 2     c 15,3 ± 0,4  c 20,1 ± 1,1   c 
ME + P + BSC + CBR 0,1% 12,2 ± 1     ab 12,0 ± 0,3  ab 14,2 ± 0,7   b 
 
En la tabla 5-2 se observa que la CIC presentó valores significativamente mayores  (DMS, 
α=0,05), en todas las mediciones para el grupo de tratamientos con adición de CBR en la 
dosis mayor (1%). Los tratamientos de control relativo (ME+P y ME+P+BSC) no 
presentan diferencias significativamente mayores al control absoluto (ME) en ninguna 
medición. El grupo de tratamientos con adición de CBR en la dosis baja (0,1%) no 
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presenta mayores diferencias frente a los tratamientos control (ME, ME+P y ME+P+BSC) 
a los 3 y 5 meses pero a los 12 meses las diferencias se hacen más marcadas, 
especialmente para los tratamientos ME+P+ BSC +CBR 0,1% y CBR 0,1%, mientras que  
en los tratamientos con las dosis altas de CBR el incremento en la CIC es alto desde los 
3 meses.  
 
Respiración edáfica 
 
A los 3 meses del experimento se presenta diferencia significativa del control absoluto 
(ME) frente a los tres tratamientos con adición de CBR al 0,1% y al tratamiento con 
adición de CBR al 1% en presencia de plantas e inóculo microbiano (Tabla 5-3).  
 
A los 5 meses se registró una mayor actividad respiratoria en todos los tratamientos 
excepto el control absoluto y el tratamiento con CBR al 0,1% + BSC en ausencia de 
vegetación; se encontró mayor actividad respiratoria de los tres tratamientos con CBR al 
1% sin BSC y CBR al 0,1% sin plantas y sin inóculo microbiano. Entre los cuatro 
tratamientos con mayor efecto no hubo diferencias significativas, pero si entre estos con 
los demás tratamientos (P<0,05, prueba de Tukey), excepto para el tratamiento 
ME+P+BSC+CBR 0,1%.   
 
 
Tabla 5-3 Respiración del  material edáfico (mg CO2 m-
2día-1) a los 3, 5 y 12 meses, tras 
el tratamiento con CBR e inoculo de BSC. 
n=3,  ± = desviación estándar. Tratamientos con letras diferentes presentan diferencia 
significativa (Tukey, α=0,05) 
 
TRATAMIENTO 
Respiración del suelo (mg CO2 m
2día-1) 
 
3 meses 5 meses 12 meses 
ME 4477 ± 918    a 4193 ± 1771    a 3309 ± 193   a 
ME+ P 4676 ± 365    a 6589 ± 1057    bc 3781 ± 640   ab 
ME+ P+BSC 5373 ± 262    abc 7388 ± 765       bc 4077 ± 447   ab 
ME+ CBR 1% 4511 ± 891    a 10483 ± 998     cd 4963 ± 610   bcd 
ME+P+ CBR 1% 5191 ± 553    abc 10084 ± 1100   bcd 5140 ± 404   cd 
ME+CBR 0,1% 5821 ± 608    bcd 9185 ± 326       c 4550 ± 524   bc 
ME+ BSC +CBR 1% 4511 ± 753    abc 6390 ± 1756     abc 5081 ± 453   bcd 
ME+ BSC +CBR 0,1% 6036 ± 140    cd  4393 ± 1031     ab 4491 ± 273   bc 
ME+P+ BSC +CBR 1% 6209±636      bcd 10483±1542     cd 5259±226     d 
ME+P+ BSC +CBR 0,1% 5622±379      bcd 7688±2337       bcd 4727±386     bc 
 
 
A los 12 meses se registró un descenso general en la respiración, con valores cercanos a 
los registrados a los 3 meses, este descenso puede explicarse como producto de la 
declinación normal de la vegetación  bajo un experimento confinado en materos, en las 
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condiciones de invernadero. Sin embargo, a los 12 meses se observa una tendencia a la 
estabilización en la respuesta, de tal forma que todos los tratamientos con CBR al 1 y 
0,1% presentan diferencias superiores estadísticamente significativas (P<0, 05 prueba de 
Tukey) con respecto a los tres controles (ME, ME+P, y ME+P+BSC); los mayores valores 
corresponden a los cuatro tratamientos con adición de CBR al 1% (dosis alta). 
 
 
Actividad microbiológica (hidrólisis de DAF) 
 
A los 3 meses, tres de los cuatro tratamientos con adición de CBR al 1%  (ME + CBR, 
ME+CBR+BSC y ME+CBR+BSC+P) presentaron mayor actividad microbiológica con 
diferencias significativas (P<0,05, prueba de Tukey) con respecto a todos los demás 
tratamientos; los tratamientos restantes no presentaron diferencias marcadas frente a los 
controles. A los 5 meses todos los tratamientos, excepto  los tratamientos (ME+CBR 
0,1% y ME+CBR 0,1%+BSC), presentaron diferencias significativas (P<0,05) con 
respecto al control absoluto (ME); los cuatro tratamientos  con CBR al 1% presentaron la 
mayor actividad, sin diferencia marcada entre ellos. A los 12 meses la actividad decrece, 
pero se mantiene la tendencia a una mayor actividad en los tratamientos con adición de 
CBR al 1%, sin diferencia marcada entre ellos, pero con diferencia significativa con 
respecto a los controles (Tabla 5-4).  
 
 
Tabla 5-4. Actividad microbiológica del material edáfico (mg fluoresceína hidrolizada. Kg 
suelo-1.h-1)  a los 3, 5 y 12 meses, tras la aplicación de CBR e inóculos de BSC en 
presencia y ausencia de plantas (Z. mays).  
n=3,  ± = desviación estándar. Tratamientos con letras diferentes presentan diferencia 
significativa (Tukey, α=0,05) 
 
TRATAMIENTO 
Actividad microbiológica (Fluoresceína producida por 
hidrólisis de DAF) 
 (mg.Kg suelo -1.h-1) 
3 meses 5 meses 12 meses 
ME 8,4  ± 1,9    a 8,1   ± 0,6   a 8,2  ± 1,2   ab 
ME + P 11,4 ± 2,5   ab 10,8 ± 1,2   b 8,3  ± 0,5   ab 
ME + P+BSC 13,5 ± 2,5   b 10,8 ± 1,0   b 9,0  ± 0,6   abc 
ME +  CBR 1% 25,6 ± 3,5   d 14,9 ± 4,6   c 12,3 ± 1,5  d 
ME +P+ CBR 1% 10,8 ± 1,8   ab 14,7 ± 1,6   c 10,7 ± 1,2  bcd 
ME +CBR 0,1% 10,7 ± 2,2   ab 10,3 ± 1,8  ab 8,0   ± 0,5  ab 
ME +BSC+CBR 1% 18,7 ± 2,2   c 12,7 ± 0,9  c 12,7 ± 1,3  d 
ME +BSC+CBR 0,1% 9,4   ± 1,4   a 10,3 ± 1,8  ab 7,8   ± 0,7   a 
ME +P+BSC+CBR 1% 18,8 ± 2,8  c 15,2 ± 3,2  c 11,5 ± 0,8   cd 
ME +P+BSC+CBR 0,1% 13,8 ± 3,3  b 10,7 ± 1,5   b 9,5   ± 0,3  abc 
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Crecimiento vegetal  
 
Se presenta mayor peso seco en los tratamientos con la dosis alta de CBR. Por otra 
parte, los valores de P y N foliar resultaron menores en los tratamientos con adición de 
CBR; sin embargo, la cantidad total de fósforo y nitrógeno asimilado en la biomasa 
resulta mayor en estos tratamientos (Tabla 5-5).  
 
 
Tabla 5-5. Peso seco y contenido de N y P en plantas de Z. mays, desarrolladas sobre  
materiales edáficos con aplicación de CBR e inóculos de BSC.  
n=3,  ± = desviación estándar. Tratamientos con letras diferentes presentan diferencia 
significativa (DMS, α=0,05) 
 
 
Tratamiento Peso seco/planta 
(g) 
%N foliar %P foliar N total/planta 
(mg) 
P total/planta 
(mg) 
ME+ P 3,53 ± 1,6  a 1,6 ± 0,3  b 0,14 ± 0,02   b 56,5 5,1 
ME+ P+BSC 2,71 ± 1,2  a 1,5 ± 0,1  b 0,14 ± 0,01   b 40,6 3,8 
ME+P+ CBR 1% 6,79 ± 1,2  b 1,2 ± 0,1  a   0,12 ± 0,01   a 81,5 8,2 
ME+P+BSC+CBR 1% 5,15 ± 0,6  ab 1,2 ± 0,1  a 0,12 ± 0,006 a 61,8 6,0 
 
 
 
Observación de agregados por microscopia electrónica.  
 
 
En la figura 5-1 se  presentan dos niveles de detalle de los agregados en el tratamiento 
control  y los tratamientos con adición de CBR en la dosis alta, en presencia de plantas y 
BSC. En observaciones con aumento entre 85 y 100X (figura 5-1 a-d) se encontró 
evidencia de formación de agregados de mayor tamaño en los tratamientos con CBR en 
comparación con el tratamiento control absoluto (ME).   
 
En las fotografías con  aumento de 1000 y 2000X (figura 5-1 e-h) se observan detalles de 
las superficies de los agregados, en el tratamiento control (ME) se observan las 
superficies de las partículas de mayor tamaño recubiertas por partículas de menor 
tamaño y materiales amorfos (figura 5-1e), no se observan fragmentos considerables de 
materia orgánica. En los tratamiento ME+P+CBR1%+BSC y ME+CBR1%+BSC (figura 5-
1 f,g,h respectivamente) se observan áreas superficiales cubiertas con materiales 
orgánicos y fracciones orgánicas uniendo partículas de menor tamaño, estos materiales 
probablemente proceden de la biotransformación microbiana de las partículas de CBR, 
de la liberación espontánea de SH desde las partículas de CBR y  exudados radicales de 
las plantas, igualmente se evidencia la presencia de bacterias sobre las superficies. En el 
tratamiento ME+P+CBR1% también se observa mayor cantidad de intersticios 
descubiertos y menor cantidad de fracciones de materiales orgánicos y bacterias.  
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ME ME+P+CBR1%+BSC 
  
ME+CBR1%+BSC ME+P+CBR1% 
  
ME ME+P+CBR1%+BSC 
  
ME+CBR1%+BSC ME+P+CBR1% 
 
Figura 5-1. Imágenes de microscopía electrónica  de agregados de material edáfico con 
adición de CBR  y BSC. a-d (imágenes de agregados, aumento: 85-100X), e-f (detalle de 
las superficies de los agregados, aumento: 1000-2000X)  
 Agr: agregados de suelo, B: bacterias, MO: materiales orgánicos. 
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5.4.2 Ensayo en condiciones de campo 
 
 
El análisis inical del ME utilizado en el ensayo reveló las siguientes características: extura 
franco-arcillosa, pH entre 8,2 y 8,4, carbono orgánico entre 0,49 y 0,68%, carbono no 
extractable entre 0,39 y 0,59%,carbono extractable entre 0,08 y 0,1%, ácidos fúlvicos 
entre 0,01 y 0,04%, ácidos húmicos entre 0,03 y 0,08%, N total entre 0,06 y 0,1%, P 
disponible entre 6,4 y 7,1 mg.kg-1 ,CIC entre 15,3 y 15,5  cmol(+).Kg-1, bases totales entre 
18,7 y 22,3 cmol(+).Kg-1, con presencia de Ca entre 12,3 y 15,3 cmol(+).Kg-1, Mg 3,9 
cmol(+).Kg-1,  K entre 0,36 y 0,37 cmol(+).Kg-1 y Na entre 2,1 y 2,7 cmol(+).Kg-1. 
 
A los 12 meses, la respiración del suelo presentó valores mayores, con diferencia 
significativa (p<0,05, prueba de Tukey), para los tres tratamientos con adición de fuentes 
de materia orgánica humificada (CBR, CBR+BSC, SH) con respecto al tratamiento 
control absoluto (sin adición de CBR o SH); sin embargo, no hubo diferencia significativa 
entre  estos tres tratamientos (figura 5-2). 
 
La actividad enzimática muestra tendencia al incremento en los tres tratamientos con 
adición de enmienda orgánica (CBR, CBR+BSC y SH); se encontró diferencia 
significativa (P<0,05, prueba de Tukey) entre el tratamiento control con respecto al 
tratamiento con SH (control positivo) y el tratamiento con adición de CBR  (Figura 5-2).  
 
 
 
 
Figura 5-2. Parámetros de actividad biológica (respiración y actividad microbiológica) en 
materiales edáficos tratados con adición de CBR e inóculos de BSC en condiciones de 
campo. 
 
 
El análisis de agrupamiento de Jaccard, con base en los resultados del perfil metabólico 
de la comunidad microbiana sobre 31 sustratos orgánicos, utilizando las microplacas 
Biolog EcoplateTM, reveló una similaridad mayor al 90% entre los materiales edáficos 
tratados con CBR, CBr+BSC y SH (figura 5-3 izquierda), y permitió evidenciar diferencia 
entre los dos tratamientos con CBR  con respecto al tratamiento con SH y de estos tres 
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tratamientos en conjunto con respecto al tratamiento control. El análisis de componentes 
principales muestra correspondencia con el resultado anterior, este análisis logró explicar 
en dos componentes el 92,7% de la variación entre las muestras, causada por el uso 
diferencial de los 31 sustratos orgánicos evaluados; el análisis revela alta asociación 
entre  el tratamiento con CBR y con CBR+BSC, resultados que se alejan del tratamiento 
con SH (control positivo) y en conjunto presentan asociación negativa con  el tratamiento 
sin adición de ninguna fuente de materia orgánica (control absoluto) (figura 5-3 derecha). 
 
 
 
 
Figura 5-3. Análisis del perfil metabólico de la comunidad microbiana (actividad sobre 
diferentes sustratos de carbono) entre muestras de materiales edáficos tratados con 
adición de CBR y BSC. Izquierda: Agrupamiento por similaridad de Jaccard. Derecha: 
Componentes principales de la variabilidad entre las muestras. 
 
 
Los valores finales de pH se presentan en la tabla 5-6 en la que se observa que no hubo 
diferencias marcadas en esta variable. En cuanto a la CIC, hubo diferencia significativa 
(p<0,05, prueba de Dunnet) entre el tratamiento control y los dos tratamientos con 
adición de CBR sin BSC, el tratamiento con adición de CBR ocasionó el mayor aumento 
de la CIC y los tratamientos con SH y CBR+BSC ocasionaron incrementos menores con 
valores similares entre sí (tabla 5-6).  
 
Tabla 5-6. CIC, pH y propiedades físicas  del material edáfico tratado con CBR y BSC en 
condiciones de campo. DMP: diámetro medio ponderado de los agregados de suelo n=6, 
±= desviación estándar. Tratamientos con letras iguales no presentan diferencia 
estadística significativa. 
 
 
 Tratamiento 
  
CIC 
 
pH 
Densidad 
aparente 
DMP 
Estado de 
agregación 
Control 15,4 ± (0,15) a 8,34 ± (0,06) a 1,36 ± (0,05)a 1,8 ± (0,21)a  43,0 ± (5,8)a  
CBR 23,5 ± (4,59) c   8,16 ± (0,10) a 1,24 ± (0,01)a 1,9 ± (0,24)a 47,4 ± (8,6)a 
CBR+ BSC 16,5 ± (1,20) b 8,18 ± (0,12) a 1,24 ± (0,04)a 2,1 ± (0,42)a 48,9 ± (6,9)a 
SH 16,1 ± (0,17) ab 8,23 ± (0,09) a 1,22 ± (0,01)a 1,8 ± (0,54)a 42,6 ± (9,5)a 
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La densidad aparente presentó una tendencia a disminuir levemente en los tres 
tratamientos con respecto al control; sin embargo, la diferencia no resultó significativa. En 
cuanto a la estabilidad estructural de los agregados, no hubo diferencia entre el diámetro 
medio ponderado (DMP) ni el estado de agregación (tabla 5-6). 
 
 
La distribución de poros, determinada mediante las curvas de retención de humedad,  
reveló diferencia significativa entre la porosidad total del tratamiento control y los tres 
tratamientos con adición de enmienda orgánica, y sin diferencia significativa entre estos 
tres tratamientos. Esta variación está determinada por cambios en el porcentaje de poros 
mayores a 30 µm, encontrando un incremento significativo en los tres tratamientos con 
respecto al control. El mayor incremento en el porcentaje de poros de mayor tamaño fue 
ocasionado por la adición de CBR al material edáfico (figura 5-4).   
 
 
 
 
Figura 5-4. Distribución porcentual de poros y porosidad total en material edáfico tratado 
con adición de CBR y BSC, en condiciones de campo. 
  
En la figura 5-5 se presenta el análisis de componentes principales para datos 
categóricos (CATPCA), realizado para establecer patrones de relaciones entre las 
variables  evaluadas en el experimento. El CATPCA logró explicar en dos componentes 
el 63.5% de la variabilidad en los datos originales. El análisis muestra una asociación 
fuerte entre los siguientes grupos de variables: 1) los parámetros relacionados con la 
agregación del suelo (DMP y estado de agregación) y la aplicación de CBR+BSC ó la 
aplicación de SH (tratamiento control), 2) la presencia de CBR con la CIC del ME, el 
porcentaje de macroporos y la respiración, 3) la porosidad total y la actividad 
microbiológica. El porcentaje de microporos, mesoporos y la densidad aparente no 
presenta asociación con ninguno de los tratamientos aplicados  al ME.  
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Figura 5-5. Análisis CATPCA. Asociación entre las variables evaluadas en material 
edáfico tratado con adición de CBR y BSC, en condiciones de campo. 
 
Adicional a las variables planificadas en el experimento, transcurridos los 12 meses 
desde la aplicación de los tratamientos, se observó el desarrollo de la cobertura vegetal 
sobre el ME en todos los tratamientos, además del establecimiento de la especie que se 
sembró (C. ciliaris), se registró la presencia de diferentes plantas que son consideradas 
especies colonizadoras comunes en el proceso de rehabilitación de tierras en la mina “El 
Cerrejón” (Gualdrón, 2011), con predominio de las siguientes especies: escobilla 
plateada (Wissadula zeilanica), escobilla pegajosa (Bastardia viscosa), bejuco de leche 
(Ipomoea carnea), platanito (Desmanthus depressus), pringamosa (Cnidoscolus urens), 
algodón de seda (Calotrips procera), y diferentes especies de leguminosas con 
predominio de aromo (Vachellia fornesiana)  y Sesbania exasperata. 
 
 
5.5 Discusión   
 
5.5.1 Ensayo en invernadero 
 
Se encontró evidencia de que la magnitud del incremento en la CIC del ME depende de 
la concentración de CBR aplicado; este hecho puede estar relacionado con la liberación 
de SH al medio, las cuales actúan como polielectrolitos, ó a las propiedades del CBR en 
sí mismo, dado que este material posee  numerosos sitios  de intercambio catiónico 
debido a la presencia de grupos fenólicos y carboxílicos (Janos et al., 2011). Los 
resultados del experimento en campo comprueban esta misma tendencia.   
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La respiración del suelo es considerada un parámetro robusto como indicador de la 
actividad metabólica total de los microorganismos del suelo (Bastida et al., 2008). Este 
parámetro responde a las condiciones físicas y químicas que permiten el desarrollo de 
los procesos metabólicos microbianos y de su acción sobre los substratos orgánicos. En 
este sentido, el resultado de la evaluación de la respiración sugiere un estímulo a la 
actividad microbiana por parte del CBR, incluso en ausencia de aportes orgánicos 
provenientes de la vegetación. Por otra parte, es evidente el incremento a corto plazo de 
la respiración del suelo por efecto de la adición del CBR, pero aparentemente el efecto es 
independiente de la presencia de plantas y del inoculó microbiano. Este resultado se 
puede explicar por la alta superficie específica y porosidad del CBR (Levine et al., 1982), 
ya que son características que favorecen la aireación y la retención de humedad, 
propiciando un hábitat favorable para el desempeño de la microbiota. A los 12 meses se 
observa la tendencia al incremento de la actividad respiratoria en los tratamientos con 
adición de BSC, lo que indica un posible efecto debido a las SH liberadas por acción de 
las BSC de manera lenta, las cuales contribuyen a la formación de agregados en el suelo 
(Whiteley.,1993) y estimulan la actividad biológica.  
 
La actividad microbiológica del suelo incluye todas las reacciones metabólicas celulares, 
sus interacciones y sus procesos bioquímicos mediados o ejercidos por los 
microrganismos del suelo  (Silva et al., 1994), en este sentido, el ensayo de la hidrólisis 
del DAF mide la actividad enzimática de las poblaciones microbianas,  pero se considera 
no  específico  porque es sensible a la actividad de varias  clases de enzimas incluyendo 
lipasas, esterasas y proteasas. Entonces su utilidad radica en que puede proveer un 
estimativo de  la actividad microbiana total en una muestra ambiental (Green et al., 
2006), por lo tanto, en este caso es un indicador válido para inferir sobre los cambios en 
la actividad microbiológica, ocasionados por el tratamiento del ME con CBR como 
enmienda orgánica. De acuerdo a lo anterior, los resultados del ensayo de hidrólisis del 
DAF sugiere que el CBR al 1% estimula la actividad microbiológica en el suelo, pero su 
efecto parece ser independiente de la presencia de BSC y de la vegetación; hecho que 
refuerza la idea que su acción se debe a un efecto físico sobre el suelo que provee 
mejores condiciones para la actividad microbiana.  
 
 En otros estudios se ha demostrado que la  hidrólisis del DAF es un instrumento eficaz  
como indicador de la calidad de suelos en áreas degradadas en recuperación (Godoi, 
2001, Silva et al., 2004), esto debido a que junto con la respiración del suelo, son 
parámetros bioquímicos que cambian rápidamente y muestran sensibilidad al estrés y a 
la recuperación del suelo (Dick, 1994).  
 
La diferencia en el peso seco de las plantas de maíz (tabla 5-5) iaporta evidencia sobre el 
papel del CBR como un factor que desencadena procesos que favorecen el crecimiento 
de la planta  al ser aplicado al ME, en este sentido se ha demostrado que el CBR puede 
modificar algunas propiedades y efectos del a materia orgánica del suelo que 
condicionan el crecimiento de la vegetación (Kwiatkowska et al., 2005); este resultado 
sugiere que las SH contenidas en el CBR posiblemente ejercieron un efecto fisiológico 
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benéfico sobre las plantas; al respecto se ha documentado la bioactividad de las SH 
sobre plantas de maíz, ocasionando una estimulación de la actividad fotosintética por 
mecanismos aparentemente similares a los de las fitohormonas (trevisan et al.,  2011), 
así como la proliferación y alargamiento de las raíces gracias al incremento de la 
actividad H+ATPasa que conduce a la elongación y división  celular, (Nardi et al., 2002, 
Barros et al., 2010, Trevisan et al., 2010, Canellas et al., 2011);tambiénse ha 
documentado  la habilidad de las SH para mejorar la asimilación de nutrientes por la raíz 
de las plantas, gracias a la presencia de OH en grupos carboxílicos y fenólicos (Muscolo 
et al., 2013). Sin embargo se encontró que la concentración de P y N en los tejidos 
tejidos resulto menor en comparación con las pantas de los tratamientos sin adición de 
CBR (tabla 5-5), las cuales presentaron menor crecimiento. Este resultado se puede 
explicar por el bajo contenido de P y N  en el ME  (2 ppm de P y 0,035% de N), 
elementos cuya absorción puede ser estimulada por las SH como se describió 
anteriormente, pero al presentarse un mayor tamaño de las plantas, estos elementos se 
presentan en menos concentración en sus tejidos. Los anteriores resultados  también 
concuerdan con el modelo del “loop microbiano” descrito por Puglissi et al., (2009) que 
plantea  que las SH en contacto con la raíz provocan un estímulo en la fisiología de la 
planta (efecto like auxin) , el cual conduce a  un mayor desarrollo vegetal e incremento en 
la tasa fotosintética, como consecuencia la planta probablemente incrementa la liberación 
de exudados radicales; entonces, una mayor cantidad de exudados en la rizosfera 
también estimula la actividad benéfica de los microorganismos rizosféricos, mejorando la 
eficiencia de movilización de nutrientes  hacia la planta. 
 
 
5.5.2 Ensayo en condiciones de campo 
 
Las mediciones de la respiración y la hidrólisis del DAF, indican que el tratamiento del 
ME con adición de CBR con y sin inóculos de BSC, estimula la actividad biológica del 
suelo en una magnitud comparable con la estimulación ocasionada por el uso de SH 
(figura 5-2). Este resultado concuerda con la diferencia observada en el perfil metabólico 
del ME en el tratamiento control y el ME tratado con  adición de CBR, CBR+BSC y SH 
(figura 5-3), el cual revela una diversificación en la capacidad de la microbiota edáfica 
para actuar sobre diferentes sustratos orgánicos, hecho que se puede asociar a una 
mayor oferta de estructuras orgánicas diferentes presentes en el ME tratado.  
 
Para explicar los anteriores hallazgos, se puede sugerir el efecto de los siguientes 
factores: en primer lugar la adición de CBR y SH supone la entrada de nuevos sustratos 
orgánicos al sistema; en segundo lugar, como se demostró previamente (capítulo 4) las 
SH y el CBR pueden ser objeto de biotransformación por la microbiota, generando 
nuevos tipos de moléculas orgánicas; en tercer lugar se sabe que ciertos componentes 
de la materia orgánica humificada estimulan la fisiología de las plantas (Trevisan et al., 
2010) y en consecuencia se incrementa probablemente la oferta de exudados radicales 
disponibles como sustratos para la microbiota presente en la rizósfera; finalmente se 
puede considerar que la influencia ejercida por la materia orgánica humificada sobre las 
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propiedades del suelo, como la porosidad, el estado de agregación y la CIC (figura 5-5), 
conduce a cambios en las condiciones adecuadas para la actividad metabólica de la 
microbiota. 
 
Los microorganismos del suelo llevan a cabo una variedad de funciones, las cuales son 
necesarias para la salud del mismo;  estos transforman las sustancias orgánicas a través 
de diversas actividades metabólicas que determinan el almacenamiento y reciclaje de los 
nutrientes en el suelo; estas actividades resultan severamente afectadas por el manejo 
del suelo. En este caso, en la mina “El Cerrejón”, las actividades de la remoción, 
transporte y almacenamiento del suelo durante períodos prolongados de tiempo pueden 
modificar severamente la diversidad funcional y la cantidad de los microorganismos. En 
esta investigación, tanto en el ensayo de invernadero como en el ensayo de campo, la 
respiración y la hidrólisis de DAF, como parámetros bioquímicos de la actividad 
microbiológica, muestran una tendencia similar y reflejan cambios positivos en la 
actividad microbiana heterotrófica como respuesta a la presencia del CBR. Estos 
parámetros, en conjunto con los resultados del análisis del perfil metabólico de la 
comunidad microbiana del suelo, indican que posiblemente, ante las condiciones más 
favorables en las propiedades físicas y la presencia de materia orgánica humificada 
presente en el CBR, se estimula una mayor diversidad funcional de los microorganismos, 
hecho que en conjunto con la mejora de la condición física, puede favorecer algunos 
procesos benéficos para la rehabilitación del suelo, por ejemplo el mejor establecimiento 
de la vegetación, el reciclaje de nutrientes, la aireación del suelo y la retención de 
humedad. 
 
Siguiendo la tendencia observada en el ensayo de invernadero, la CIC se vio 
incrementada por la adición de CBR más que por la adición de SH (tabla 5-6), este hecho 
resulta importante dado que esta característica confiere al suelo mayor posibilidad de 
retención de nutrientes intercambiables, en consecuencia puede mejorar la nutrición 
vegetal; en este sentido Kwiatkowska  et al.,(2008) han descrito que el aumento en la 
CIC debida a la presencia del CBR en el suelo se debe a la presencia de numerosos 
sitios de intercambio expuestos gracias a la alta porosidad del carbón y la habilidad de 
las Sh del CBR para interacturar con las arcillas del suelo formando complejos arcillo 
húmicos que incrementan la CIC.   
 
En relación al cambio en las propiedades físicas del suelo en rehabilitación, se observa  
una tendencia a la disminución en la densidad aparente (tabla 5-6), la cual no es 
concluyente porque no presenta diferencias significativas. Sin embargo, la distribución de 
la porosidad si logró revelar que hubo un efecto positivo de los tratamientos sobre la 
formación de poros mayores a 30µm, lo cual puede explicar la tendencia observada a la 
disminución en la densidad aparente. Se sugiere que la densidad aparente es un 
parámetro que se demora mayor tiempo en cambiar, en respuesta al efecto de la materia 
orgánica humificada. El incremento en el porcentaje de poros de mayor tamaño también 
podría indicar un efecto en la agregación; sin embargo, los resultados del DMP de los 
agregados y el estado de agregación no presentaron diferencias significativas. 
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En relación a la formación de agregados, la teoría de Oades (1984) señala que los 
macroagregados (250-2000 μm) se forman primero alrededor de materia orgánica fresca; 
si estos macroagregados no son perturbados, entonces esos residuos se descomponen y 
se fragmentan en materia orgánica más fina, la cual gradualmente empieza a incrustarse 
con partículas de arcillas y productos microbianos, formando microagregados dentro de 
los macroagregados. Puget et al. (2000) respaldaron este modelo al demostrar que los 
agregados estables son enriquecidos con incorporaciones recientes de materia orgánica. 
Bossuyt et al.(2004), también señalan que la macroagregación es resultado de un 
enriquecimiento con materia orgánica fresca, que  constituye un núcleo alrededor del cual 
se adhieren las partículas minerales. Sin embargo, Sun et al (1995) señalan que este tipo 
de cambios en la agregación por la adición de enmiendas orgánicas, al comienzo es 
rápido pero temporal, de tal forma que los nuevos agregados tienden a ser inestables, 
quizá por esta razón en el tiempo del experimento no se encontraron cambios 
significativos en la agregación, pero si en la porosidad.  
 
La cuantificación del espacio poroso constituye un buen indicador de la calidad del suelo, 
ya que ayuda a definir la complejidad de la estructura y permite aproximarse al  
conocimiento de sus modificaciones por causas del manejo (Pagliaia y Vignozzi, 2002). 
Los poros mayores a 50µm  son importantes para el drenaje del agua y la entrada de aire 
a los agregados, los poros entre 0,5 y 50 µm ofrecen espacio colonizable por 
microorganismos, lo que contribuye a mejorar la actividad microbiana en el suelo. El 
incremento en la porosidad mayor a 30 µm, observado en este trabajo, ayuda a explicar 
el efecto de los tratamientos sobre la actividad biológica, puesto que este cambio trae 
como consecuencia una mejor circulación del agua y del aire, aspecto que favorece la 
respiración y la actividad enzimática, relación que se  evidencia  mediante el análisis 
CAPTCA (figura 5-6). 
 
En condiciones de laboratorio las BSC presentan la capacidad de solubilizar cantidades 
significativas de CBR (hasta del 35%) liberando SH; sin embargo, aún cuando se 
presentan algunas diferencias menores, el papel del inóculo de las BSC en conjunto con 
el CBR en condiciones de campo parece ser irrelevante en los parámetros evaluados, en 
comparación con el efecto de la adición de CBR sin inóculo bacteriano. Hay múltiples 
factores que pueden contribuir a explicar este resultado; en primer lugar la incertidumbre 
acerca de la sobrevivencia y adaptación del inóculo de las BSC sobre el sustrato en 
condiciones de campo; en segundo lugar la presencia de microorganismos autóctonos 
que igualmente pueden interactuar con el CBR y generar competencia por este sustrato; 
por otra parte como se ha descrito previamente  (Rumpel y Kogel., 2004., Dick et al., 
2006) la tasa de biotransformación de residuos carbonosos bajo condiciones de campo 
suele ocurrir a largo plazo, por lo tanto un efecto visible a un año es limitado.  
 
Considerando lo anterior, las diferencias encontradas entre los tratamientos con adición 
de CBR y CBR+BSC con respecto al ME sin tratamiento, se pueden atribuir al  efecto del 
CBR como factor principal, más que a la actividad de las BSC sobre este material; estos 
efectos son comparables al efecto de la aplicación de SH excepto en el perfil metabólico 
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de la comunidad microbiana del suelo (figura 5-3) en el cual se observa cierta diferencia, 
lo cual es coherente debido a las diferencias estructurales entre el CBR y las SH, como 
se presentó en el capítulo 4. Como causas probables del efecto ocasionado por la 
adición del CBR al ME se pueden considerar varios factores; en primer lugar a una 
posible liberación de SH por la microbiota del suelo (ya sea el inóculo de BSC o la 
microbiota nativa). En segundo lugar la liberación de SH desde el CBR, ocasionada 
principalmente por una condición moderadamente alcalina del ME (tabla 5-6) que puede 
favorecer la solubilización de las SH. En tercer lugar un efecto del CBR en sí mismo 
sobre las propiedades físicas del suelo, debido a su alta superficie específica, porosidad, 
tamaño de partícula y alta CIC. En cuarto lugar se puede considerar la acción conjunta 
de los factores descritos anteriormente. Con los alcances y las limitaciones 
metodológicas del presente experimento, aún permanece sin dilucidar el  peso de cada 
uno de los factores discutidos previamente y/o el mecanismo más probable de acción del 
CBR sobre las propiedades del ME. 
 
Finalmente, la determinación de As, Co, Pb, V, Cu, Zn, Ni, Cr, B, Mo y Cd presentó 
valores de 0,71, 2,31, 1,73, 1,66, 0,55, 22,43, 3,35, 2,4, 15,11, 2,52  y 0,08 ppm, 
respectivamente. Estas cantidades no sobrepasan los límites máximos permisibles de 
contaminación por metales pesados en caso de ser aplicado en ambientes naturales 
como el suelo (Alloway, 1995), por lo tanto el uso de este CBR en el suelo no representa 
riesgo de toxicidad por estos elementos. Entonces se puede sugerir que en este sentido 
es posible la inclusión del CBR en el suelo como fuente de SH; incluso se puede 
considerar al CBR como fuente de algunos microelementos como Cu, Zn, Mo, Co y B, 
necesarios para la nutrición vegetal. El análisis de elementos en cenizas (capítulo 3)  
también  reveló que el CBR puede aportar otros elementos como N, S, Mg, K, Fe, Ca y 
Mn. 
 
 
5.6 Conclusiones 
 
 
En el corto plazo, la aplicación del CBR al ME en condiciones de invernadero  y campo 
favorece la actividad biológica, hecho que se ve reflejado en incrementos en la 
respiración del suelo y la actividad micrbiana, así como en cambios en el perfil 
metabólico de la comunidad microbiana del suelo. 
 
La adición de CBR al ME utilizado en las actividades de rehabilitación de tierras post- 
minería en el caso estudiado (mina “El Cerrejón”), ocasiona cambios en la distribución de 
la porosidad del suelo, con incrementos en la fracción de poros  de tamaño mayor a 30 
µm; pero  a corto plazo no se evidencian cambios significativos en otras propiedades 
como la agregación y la densidad aparente.   
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En el corto plazo, el efecto de la adición de CBR e inóculos de BSC sobre las 
propiedades del suelo esta relacionado con las propiedades del CBR en sí mismo,  más 
que con el papel de las BSC que liberan SH. 
 
En condiciones de invernadero la adición de CBR al ME favorece el crecimiento y lel 
contenido de N y P en plantas de Z. mays. 
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6. Conclusiones generales 
 
 
El CBR estudiado en la presente investigación, generado como subproducto de la 
extracción de carbón en la mina “El Cerrejón” es un material con potencial de 
aprovechamiento como fuente de materia orgánica humificada para el suelo, debido a 
que presenta alto contenido de carbono extraíble como SH, puede ser transformado 
parcialmente mediante la actividad microbiana liberando las SH al medio y  causa efectos 
positivos sobre algunas propiedades físicas, químicas y la actividad biológica del suelo.  
 
La aplicación del protocolo desarrollado para el aislamiento y evaluación de bacterias con 
capacidad para transformar el CBR  permitió determinar que en ambientes influenciados 
por la presencia de residuos procedentes de las actividades de extracción, transporte, 
lavado y almacenamiento de carbón, se encuentran bacterias solubilizadoras de carbón 
(BSC) que a través de este proceso liberan SH al medio..  
 
Se encontró evidencia que indica que bacterias nativas presentes en depósitos de 
sedimentos carbonosos, materiales rocosos triturados mezclados con partículas de 
carbón y  la rizósferade plantas que colonizan estos ambientes, se adaptan 
metabólicamente para utilizar el carbón ocasionando su biotransformación, por lo cual la 
disposición final del CBR en el suelo puede conllevar a su enriquecimiento con materia 
orgánica humificada debido a la actividad de la microbiota del suelo sobre el CBR. 
 
Cepas de las BSC Acinetobacter baumanii, Bacillus mycoides, Enterobacter aerógenes y 
Microbacterium sp presentan potencial biotecnológico para el aprovechamiento del CBR 
debido a la alta capacidad  de producción de SH en medio líquido in vitro a través de la 
solubilización del CBR.  
 
Las BSC nativas modifican la supraestructura de los ácidos húmicos (AH) presente en las 
SH del CBR dando origen a AH con características diferentes a las de los AH que se 
obtiene aplicando la metodología tradicional de extracción química con sustancias 
alcalinas; las principales diferencias  de los AH obtenidos por actividad de BSCradican en 
un menor grado de condensación aromática, enriquecuimiento en compuestos 
nitrogenados, un carácter más  hidrofílico, mayor polidispersidad, peso molecular 
promedio mayor y  presencia de ácidos grasos de cadena larga que solamente se 
pueden sintetizar por actividad microbiana. 
 
Las características de los AH producidos por  las BSC indican que  estas bacterias no 
solamente solubilizan las SH contenidas en el CBR, sino que además tienen actividad 
degradativa sobre las SH generadas, seguida de procesos de resíntesis y 
repolimerización de los precursores húmicos; se propone que este  fenómeno puede 
tener implicaciones importantes al incorporar el CBR a manera de enmienda  orgánica en 
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el suelo, puesto que podría conducir a la integración de este recurso en el proceso 
natural de humificación  y al subciclo edáfico del carbono. 
 
Los resultados de los experimentos en condiciones de invernadero y campo, indican que  
la mezcla del CBR con los materiales edáficos (ME) utilizados para la conformación del 
horizonte superficial en suelos construidos “Tecnosoles”, durante el proceso de 
rehabilitación de tierras post-minería, conduce a mejorar la agregación y porosidad del 
suelo e incrementa la capacidad de intercambio catiónico; se propone que como 
consecuenciasegeneran condiciones más favorables para la actividad biológica que se 
ve reflejada en mayor respiración, mayor actividad microbiológica y cambios en los 
patrones de utilización de sustratos orgánicos por la comunidad microbiana; 
adicionalmente, en condiciones de invernadero la adición de CBR al ME, favorece el 
crecimiento vegetal y la acumulación de N y P, utilizando como modelo plantas de Z. 
mays. 
 
Los efectos ocasionados por la adición del CBR a los ME estudiados son 
similares a los efectos comúnmente observados tras la aplicación de enmiendas 
comerciales de materia orgánica humificada en suelos degradados; por lo anterior 
se sugiere el aprovechamiento de este subproducto de la minería de carbón, 
mediante su aplicación directa como fuente de materia orgánica humificada de 
liberación lenta, gracias a la actividad microbiana,  para coadyuvar en los proceso 
de rehabilitación de tierras post minería, favoreciendo la evolución de los ME 
hacia un suelo reconstituido.  
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